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(57) Zusainmenfassung: Die vorliegende Erfindung betrifft die Verwendung von niedrig dosiertem Erythropoietin zur Stimulierung 
der physiologischen Mobilisierung, Proliferation und Differenzierung endothelialer Vorlauferzellen, zur Stimulierung der Vaskulo- 
genese, zur Therapie von Krankheiten, die mit einer Dysfiinktion endothelialer Vorlauferzellen im Zusammenhang stehen, und zur 
Herstellung pharmazeutischer Zusammensetzungen zur Behandlung derartiger Krankheiten sowie pharmazeutische Zusammenset- 
zungen, die Erythropoietin und andere geeignete Wirkstoffe zur Stimulation endothelialer Vorlauferzellen umfassen. 
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Einsatz von niedriq dosiertem Erythropoietin zur Stimulation 
endothelialer Voriauferzeiien sowie zur Orqanreaeneration und 
Progressionsverianqsamunq von Endorganschaden 



Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft die Verwendung von, insbesondere 
niedrig dosiertem, Erythropoietin (EPO) allein oder in Kombination 
mit anderen chemischen, thermischen, mechanischen sowie biologi- 
sohen Agenzien zur Stimulierung der physiologischen Mobilisierung, 
Proliferation und Differenzierung endothelialer Voriauferzeiien, zur 
Stimulierung der Vaskulogenese, zur Therapie von Krankheiten, die 
mit einer Dysfunktion endothelialer Voriauferzeiien im Zusammen- 
hang stehen, und zur Herstellung pharmazeutischer Zusammenset- 
zungen zur Behandlung solcher Krankheiten sowie pharmazeutische 
Zusammensetzungen, die Erythropoietin und andere geeignete 
Wirkstoffe zur Stimulation endothelialer Voriauferzeiien umfassen 
sowie zur Organprotektion, Organregeneration, insbesondere GefaR- 
und Gewebeneubildung und Progressionsverlangsamung von Or- 
ganschaden. 

Die vorliegende Erfindung betrifft auch die Verwendung von E- 
rythropoietin, insbesondere in den erfindungsgemaBen niedrigen 
Dosierungen, und/oder geeigneten Wirkstoffen zur, vorzugsweise 
topischen, Anwendung im Rahmen einer kosmetischen Behandlung, 
also im Sinne der „Schonheitspflege", des menschlichen oder tieri- 
schen Korpers insbesondere zur Prophylaxe oder Reduktion von 
Falten und Faltchen, Starkung des Bindegewebes, zum Schutz so- 
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wie zur Straffung der Haut, insbesondere der Gesichtshaut, gegen 
schadliche Umweltfaktoren und ais Make up Unterlage. Des weite- 
ren wirkt die erfindungsgemaBe topische Verwendung von Erythro- 
poietin der Entstehung und Welterentwicklung von Altersflecken ent- 
gegen, verfeinert das Hautbild, sowie unterstutzt den Erneuerungs- 
prozess der Haut und beschleunigt den Haarwuchs. 

Die vorliegende Erfindung betrifft auch die Verwendung von, vor- 
zugsweise niedrig dosiertem, Erythropoietin, das heidt EPO vor- 
zugsweise dosiert wie im nachstehenden Absatz „ErfindungsgemaSe 
Dosierung von EPO" definiert, zur Herstellung einer pharmazeuti- 
schen Zusammensetzung geeignet und bestimmt zur Appllkation in 
Anpassung an dessen natQrIichen circardianen Rhythmus im 
menschlichen oder tierischen Korper. Die endogene Erythropoie- 
tinproduktfon besitzt beim Menschen ihre Akrophase (Tagesmaxi- 
mum) am spSten Nachmittag, daher erfolgt die erfindungsgemaSe 
Gabe von wie vorstehend definierten niedrig dosiertem Erythropoie- 
tin vorzugsweise vormittags, insbesondere im Zeitraum von 6:00 bis 
10:00, um so einen maximalen biologischen und damit auch thera- 
peutischen Effekt zu erzielen, Innerhalb dieses Zeitraums kann das 
EPO ais Einzeldosis oder in Mehrfachdoslerung verabrelcht werden. 
Diese Verwendung ais Einzeldosis oder In l\/Iehrfachdosferung wird 
erfindungsgemaU besonders bevorzugt vorgeschlagen fOr alle ge- 
maS der vorliegenden Lehre genannten Verwendungen, Insbesonde- 
re zur kosmetischen und therapeutischen Behandlung des menschli- 
chen und tierischen KSrpers oder Zelle. 

Erfindungsgemafi ist in einer weiteren Ausfuhrungsform der Ver- 
wendung von Erythropoietin vorgesehen, endotheliale Vorlauferzel- 
len zeitgleich mit anderen zelltherapeutischen einsetzbaren Zellpo- 
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pulationen unter vorheriger Inkubation mit, vorzugsweise niedrig 
dosiertem, Erythropoietin in vitro und/oder lokaler oder systemischer 
Applikation von, vorzugsweise erfindungsgemaB niedrig dosiertem, 
Erythropoietin in vivo zu appiizieren, urn so das Einheilen der zellthe- 
rapeutischen Gewebszellen mit suffizienter Anbindung an das Ge- 
fSBsystem sicherzustellen. 

Die Erfindung betrifft daher auch die Venwendung von, vorzugsweise 
niedrig dosiertem. Erythropoietin in vivo, vorzugsweise fur eine Ap- 
plikation morgens in einem Zeitraum vom 06:00 bis 10:00, bei der 
Applikation von endothelialen Vorlauferzellen mit mindestens einer 
zelltherapeutisch einsetzbaren Zellpopulation zur Verbesserung des 
Einheilens der zelltherapeutisch einsetzbaren Zellpopulation mit suf- 
fizienter Anbindung an das GefaBsystem. Die Erfindung betrifft auch 
die Verwendung von, vorzugsweise niedrig dosiertem, Erythropoietin 
in vitro zur Inkubation mit endothelialen Vorlauferzellen und mindes- 
tens einer zelltherapeutisch einsetzbaren Zellpopulation zur Verbes- 
serung des Einheilens der zelltherapeutisch einsetzbaren Zellpopula- 
tion mit suffizienter Anbindung an das GefaBsystem. 

Die Erfindung betrifft auch die Verwendung von Erythropoietin, ins- 
besondere in niedriger Dosierung, insbesondere fQr die Herstellung 
einer phamiazeutischen Zusammensetzung oder eines Kits zur Pro- 
phylaxe oder Behandlung von Krankheiten oder eingesetzt im Rah- 
men von Transplantationen oder Implantationen, in sequenzieller 
zeitlich aufeinanderfolgender Gabe mit mindestens einem anderen 
chemischen, thermischen, mechanlschen oder biologischen Agens, 
insbesondere pharmakologischen Wirkstoff, zur Erhohung der Zahl 
und Funktion endothelialer Voriauferzellen und/oder zur Regenerati- 
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on beziehungsweise zur Progressionsverlangsamung von Gewebe- 
schaden. 

Die Erfindung betrifft auch die Verwendung von Erythropoietin, ins- 
besondere fQr die Herstellung einer pharmazeutischen Zusammen- 
setzung oder eines Kits, zur Prophylaxe oder Befiandlung von 
Krankheiten oder eingesetzt im Rahmen von Transplantationen oder 
Implantationen, insbesondere in niedriger Dosierung, fQr die gleich- 
zeitige Gabe von Erythropoietin und mindestens einem anderen 
chemischen, thermischen, mechanischen oder biologischen Agens 
zur ErhOhung der Zahl und Funktion endothelialer Vorlauferzellen 
und/oder zur Regeneration beziehungsweise Progressionsverlang- 
samung von Gewebeschaden. 

Die Erfindung betrifft daher die vorzugsweise sequenzielle, zeitlich 
aufeinanderfolgende oder gleichzeitige Gabe von niedrig dosiertem 
Erythropoietin sowie in bevorzugter AusfQhrung einer oder mehrerer 
anderer pharmakologisoher Wirkstoffe, z.B. VEGF; GM-CSF, M- 
CSF, Thrombopoietin, SDF-1, SCF, NGF, PIGF, einem HMG-Co- 
Reduktase-lnhibitor, einem ACE-Hemmer, einem AT-1 Hemmer und 
einem NO-Donator, urn so die Zahl und Funktion endothelialer Vor- 
lauferzellen zu erhohen und/oder die Regeneration bzw. Progressi- 
onsverlangsamung von Gewebeschaden herbeizufuhren. Dabei soli 
erfindungsgemaS die Sequenz A) Quantitative und qualitative Opti- 
mierung von Stammzellen und/oder endotheliale Vorlauferzellen im 
Knochenmark oder in gewebestammigen „StammzeH"-Nischen B) 
Mobilisierung von Stammzellen und/oder endotheliale Vorlauferzel- 
len aus dem Knochenmark oder anderen „Stammzeir-Nischen ins 
periphere Blut C) Quantitative und qualitative Optimierung von 
Stammzellen und/oder endotheliale Vorlauferzellen im peripheren 
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Blut und/oder ex vivo unfer selektiven Kulturbedingungen, vorzugs- 
welse die Kultur unter hypoxisclien Bedingungen mit einem Sauer- 
stoffanteil von 0,1% bis 10% D) Homing von Stammzellen und/oder 
endotlielialen Vorlauferzellen an den Ort der ScliSdigung E) Adhasi- 
on und Migration von Stammzellen und/oder endottieliale Vorlaufer- 
zellen in das Zielgewebe F) Neovaskularisierung durch endotlieliale 
Vorlauferzellen beeinflusst werden. 

Die Erfindung betrifft also auch, insbesondere in vivo und in vitro, die 
sequenzielle, zeitlich aufeinanderfolgende Oder gleiclizeitige Gabe 
von erfindungsgemaR niedrig dosiertem Erytinropoietin sowie gege- 
benenfalls einer oder mehrerer anderer chemischer, tiiermisoher, 
mechanischer sowie biologischer Agenzien, urn so die Zahl und 
Funktion endothelialer Vorlauferzellen zu erhQhen und/oder die Rer 
generation bzw. Progressionsverlangsamung von Gewebeschaden 
herbeizufQhren, optional und vorzugsweise in der vorstehend be^ 
schrlebenen Verwendung in Anpassung an den natOrlichen clrcadia- 
nen Rhythmus der kOrpereigenen EPO-Produktlon, also in einer Ap- 
plikationsform, die fQr eine Gabe im Zeitraum von 6:00 bis 10:00 
morgens geeignet und bestimmt ist. 

Die vorliegende Erfindung betrifft auch die Verwendung von erfin- 
dungsgemSB niedrig dosiertem Erytliropoietin zur Stimulierung der 
physiologisohen Mobilisierung, Proliferation und Differenzierung en- 
dothelialer Vorlauferzellen, zur Stimulierung der Vaskulogenese, zur 
Therapie von Krankheiten, die mit einer Dysfunktion endothelialer 
Vorlauferzellen im Zusammenhang stehen, und zur Herstellung 
pharmazeutischer Zusammensetzungen zur Behandlung solcher 
Krankheiten sowie von pharmazeutischen Zusammensetzungen, die 
Erythropoietin und andere geeignete Wirkstoffe zur Stimulation en- 
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dotheliaier Voriauferzellen umfassen, von oder fur Patienten mit a) 
einer Dysfunktion endothelialer Voriauferzellen und b) mit mlndes- 
tens einem kardiovaskuiaren RIsikofaktor wie Hypertonie, Hypercho- 
lesterlnamie, erhohte Asymmetrisches Dimethylarginin (ADMA) - 
Werte, Insulinresistenz, Hyperhomocysteinamie und c) zumindest 
einem Endorganschaden wie linksventrikulare Hypertrophie, Mikro- 
albuminurie, kognitive Dysfunktion, Zunahme der Intima-Media-Dicke 
in der A. carotis, Proteinurie oder einer glomerularen Filtrationsrate 
(GFR)< 80ml/min, insbesondere 30, vorzugsweise 40, bis 80 ml/min. 
Vorzugsweise betrlfft die Erfindung die vorstehend genannte Ver- 
wendung von niedrig dosiertem EPO be! der vorstehend genannten 
in a) bis c) definierten Patientengruppe in einer Ausfuhrung, die ge- 
eignet und bestimmt ist, die EPO Appiikation in einem Zeitraum von 
6:00 bis 10:00 morgens vorzunehmen. 

Das GefaSendothel ist eine Schicht von Zellen, die die BlutgefaSe 
auskleidet Das Endothel trennt das Blut von anderen GefaSschich- 
ten, wobei das Endothel nicht allein eine passive Barriere darsteilt, 
sondern aktiv in die Regulation des GefSRtonus eingreift. Dement- 
spreohend wird auch von einer Endothel-abhangigen Vasodilatation 
gesprochen. Auf Grund seiner Lage ist das Endothel permanent dem 
hamodynamischen Stress und dem metabolischen Stress ausge- 
setzt Bel pathogenen Zustanden, beispielsweise erhohtem Blut- 
druck, erhohten LDL-Werten, erhohten Werte des endogenen Inhibi- 
tors der NO-Synthetase Asymmetrisches Dimethylarginin (ADMA), 
Hypercholersterinamie, elngeschrSnkter Nierenfunktion mit einer 
glomerularen Filtrationsrate von 30, vorzugsweise 40, bis SOml/min, 
Insulinresistenz oder erhohtem Blutzucker, kommt es daher haufig 
zu funktionellen Defekten des Endothels, denen dann morphologisch 
fassbare Schaden, wie die Bildung atherosklerotischer Plaques 
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und/oder weiterer Endorganschaden, wie linksventrikulSre Hypertro- 
phie, Mikroalbuminurie, Proteinurie, Neuropathien Oder Mikrozlrkula- 
tionsstSrungen folgen konnen. Ein sehr fruhes Zeichen einer gean- 
derten beziehungsweise reduzierten endothelfalen Funktion bezie- 
hungsweise endothelilen Dysfunktion ist eine Verminderung der En- 
dothel-abhangigen Vasodilatation. 

Bel koronarer Herzkrankheit (KHK), aber auch be! vorhandenen Risi- 
kofaktoren ohne KHK, belspielsweise Hypertonie, eingeschrankter 
Nierenfunktion, Hyperlipoproteinamie, Hyperhomocysteinamie, Insu- 
linresistenz oder Diabetes, aufiern sich Endothel-Funktionsdefekte In 
einer vermlnderten Prod uktion von NO (=EDRF) und erhohter Endo- 
thelin-Produktion. Hohe Plasmaspiegel von Endotheiin fiihren zu 
abnormalem Zusammenwachsen von Zellen, EntzQndungen. Ge- 
faRwucherungen und starken GefaSverengungen. Endothel- 
Funktionsstorungen sind zudem durch eine verstarkte Produktion 
von AdhasionsmolekQIen wie ICAM-1 und VCAM-1 gekennzeichnet, 
wodurch Thrombozyten und Monozyten in erhShtem MaBe am Endo- 
thel haften. Dadurch bedingt kommt as zu einer Erhdhung des Ge- 
faStonus, Somit bildet sich bei verschiedensten Systemen ein Un- 
gleichgewicht heraus, wobei Vasokonstriktion, Adhasion, Aggregati- 
on, Koagulation, Atherosklerose und Atherothrombose begOnstigt 
warden. Selbst mentaler Stress fuhrt zu einer messbaren Endothel- 
Dysfunktion, die bis zu 4 Stunden anhalten kann. 

Endothelzellen sind auch an der Bildung neuer BlutgefalJe beteiligt 
Die Bildung von BlutgefaBen ist bei einer Vielzahl von Vorgangen, 
wie zum Beispiel der Embryogenese, dem weiblichen Reprodukti- 
onszyklus, der Wundheilung, dem Tumorwachstum und der Ne- 
ovaskularisierung ischamischer Bereiche, von Bedeutung. Ursprung- 
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lich wurde die posfnatafe BlutgefSGbildung, also die BlutgefaSbildung 
nach der Geburt, hauptsSclilich auf angiogenetische Prozesse zu- 
ruckgefulirt. Unter Angiogenese wird die Ausbildung neuer Blutgefa- 
Be durch das Aussprossen von Kapillaren aus einem bereits beste- 
henden GefaBsystem verstanden. Bel der Angiogenese wird zu- 
naclist die die BlutgefaBe umgebende Basalmembran mittels proteo- 
lytisclier Enzyme abgebaut und die extrazellulare IVIatrix im peri- 
vasl^uiaren Raum fragmentiert. Die dabei freigesetzten angiogenen 
Stimuli bewirken, dass bereits vorhandene ausdifferenzierte Endo- 
thelzellen in RIchtung des chemotaktischen Relzes nnigrieren, wobei 
sie gleichzeitig proliferieren und umgebaut werden. Durch die Anei- 
nanderlagerung von Endothelzellen werden dann neue GefSSschlei- 
fen mit einem kaplllarfSrmigen Lumen ausgebildet. Danach setzt die 
Synthese einer neuen Basalmembran ein. 

Neuere Untersucliungen zeigen jedoch, dass die Biidung neuer 
BlutgefdBe Im adulten Organismus nicht nur auf Angiogenese be^ 
ruht, sondem auch auf vaskulogenetischen Mechanlsmen. Unter 
Vaskulogenese vnrd die GefalSneubildung aus sich in situ differenzie- 
renden endothelialen Vorlauferzellen verstanden. Das Dogma, dass 
die Vaskulogenese auf die Embryogenese beschrSnkt ist, wurde 
durcli den Nachweis endothelialer Vorlauferzellen (EPC) im periphe- 
ren Blut von gesunden Menschen und Tieren widerlegt. Unter Ver- 
wendung von Tiermodellen konnte belegt werden, dass die aus dem 
Knochenmark stammenden endothelialen Vorlauferzellen aktiv an 
der Neovaskularlsation beteiligt sind. Auch wurde gezeigt, dass sich 
in ischamischen Regionen eine spezifische CD34-posltive Unter- 
gruppe von Leukozyten festsetzt, die Endothel-spezifische Antlgene 
exprimiert. DarQber hinaus lassen sich aus CD133+- und CD34+- 
Zelien in vitro endotheliaie Vorlauferzellen (EPC) gewinnen, die el- 
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nen signlfikanten Beitrag zur BlutgefaSbildung im adulten Organls- 
mus leisten (Asahara et al., Science, 275 (1997), 964-967; Crosby et 
al., Circ. Res., 87 (2000), 728-730; Gehling et a!., Blood, 95 (2000), 
3106-3112). Ferner wurde gezeigt, dass die Injelction von isollerten 
CD34+-Zelien oder kultivierten endothelialen Vorlauferzellen die 
Wiederherstellung des Blutflusses bei diabetischen Mausen be- 
schleunlgt (Schatteman et al., J. Clin. Invest, 106 (2000), 571-578) 
und die Neovaskularisierung in vivo verbessert (Asahara et al., Circ. 
Res., 85 (1999). 221-228; Crosby et al., Circ. Res.. 87 (2000), 728- 
730; Murohara et al., J. Clin. Invest., 105 (2000). 1527-1536). Dar- 
Qber hinaus konnte gezeigt werden, dass eine durch CD34+-Zellen 
induzlerte Neovaskularisierung die Herzfunktion verbessert (Kocher 
et al., Nat. Med., 7 (2001),. 430-436). Neben CD34+-Zellen kOnnen 
auch CD34-negative mononukleare Blutzellen durch entsprechende 
Transdifferenzierung als Quelle fOr endothellale Vorlauferzellen dle- 
nen. 

Die der Moblllsierung und Differenzierung endothelialer Vorlauferzel- 
len zugrunde liegenden Mechanismen sind jedoch noch nicht voll- 
standig geklart. Molekular- und zellbiologlsche Untersuchungen deu- 
ten darauf hin, dass verschiedene Cytokine und angiogene Wachs- 
tumsfaktoren stimulierend auf die Moblllsierung endothelialer VoriSu- 
ferzellen im Knochenmark wirken. So ist bekannt, dass proangioge- 
ne Faktoren wie VEGF und GM-CSF die Anzahl endothelialer Vor- 
lauferzellen erhShen konnen (Asahara et al.. EMBO J., 18 (1999). 
3964-3972; TakahashI et al., Nat. Med., 5 (1999), 434-438). Bei 
VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) handelt es sich urn ein 
in verschiedenen Isoformen vorkommendes Protein, das an die bei- 
den Tyrosinkinase-Rezeptoren VEGF-R1 (flt-1) und VEGF-R2 (flk-1) 
bindet, die beispieisweise auf der Oberflache wachsender Endothel- 
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zellen vorkommen (Wernert et al., Angew. Chemie, 21 (1999), 3432- 
3435). Die Aktivierung der VEGF-Rezeptoren fDhrt Qber den Ras- 
Raf-MAP-Kinase-Weg zur Expression von Proteinasen und spezifi- 
schen Integrinen auf der Oberfiache von Endothelzellen bezie- 
hungsweise endothelialen Vorlauferzellen und schliefilich zur Initlie- 
rung der Proliferation und Migration dieser Zellen in Richtung des 
anglogenen Stimulus. Bei GM-CSF (Granulozyten-Makrophagen- 
Koloniestimullerender Faktor) handelt as sich urn ein Cytokin, das 
bislang vor allem fQr die Stimulation weiBer BlutkOrperchen ein- 
schlleRlich Neutrophiler, Makrophagen und Eosinophiler bekannt 
war. Von PIGF (Plazenta-Wachstumsfaktor) ist bekannt, dass er die 
Mobilisiemng von Endothel-Vorlauferzellen stimullert, nicht jedoch 
deren Proliferation. Aus Untersuchungen von Llevadot et al. (J. Clin. 
Invest, 108 (2001), 399-405) geht hervor, dass HMG-CoA- 
Reduktase-lnhibitoren, insbesondere Statine, die als Lipid-senkende 
Medikamente eingesetzt werden und die Morbiditat und MortalitSt 
einer Koronarkrankheit reduzieren, endotheliale Vorlauferzellen mo- 
bilisieren konnen. Dimmeler et al. (J. Clin. Invest., 108 (2001), 391- 
397) konnten femer zeigen, dass Statine wie Atorvastatin und Sim- 
vastatin die Differenzierung endothelialer Vormuferzellen in mono- 
nukleSren Zellen und CD34+-Stammzellen, die aus peripherem Blut 
isoliert wurden, In vitro und in vivo signifikant verbessern. So fUhrte 
die Behandlung von Mausen mit Statinen zu einer erhohten Anzahl 
differenzierter endothelialer Vorlauferzellen, wobei Statine eine 
gleich starke Wirkung wie VEGF zeigten. 

Der vorllegenden Erfindung liegt das technische Problem zugrunde, 
Mittel und Verfahren zur verbesserten Stimulation endothelialer Vor- 
lauferzellen und zur Therapie von Erkrankungen bereitzustellen, die 
insbesondere im Zusammenhang mit einer Dysfunktion endothelialer 
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Voriauferzellen stehen sowie MIttel und Verfahren zur Protektion und 
Regeneration von unterschiedlichen Geweben bereitzusfellen. 

Die vorliegende Erfindung 16st dieses technische Problem durch die 
Lehre, insbesondere niedrig dosiertes, Erythropoietin und/oder des- 
sen Derivate zur Stimulation der physiologischen Mobilisierung endo- 
theliaier Voriauferzellen, der Proliferation endothelialer VorlSuferzel- 
len, der Differenzierung endothelialer Vorlauferzellen zu Endothelzel- 
len und/oder der Migration endothelialer Vorlauferzellen in Richtung 
eines angiogenen oder vaskulogenen Stimulus in einem menschli- 
chen Oder tierischen K6rper zu verwenden. Die erfindungsgemalSe 
Stimulierung der Mobilisierung und/oder Differenzierung endothelia- 
ler Vorlauferzellen stellt eine wichtige neue therapeutische Strategic 
zur Erh6hung der postnatalen Neovaskularisation, insbesondere der 
Vaskulogenese, und zur Behandlung von Krankheiten, die Im Zu- 
sammenhang mit einer Dysfunktlon von endothelialen Vorlauferzel- 
len und/oder Endothelzellen stehen, sowie der Protektion und Rege- 
neration unterschiedlicher Gewebe durch schSdigende chemische, 
thermische, mechanische und biologische Agenzien, dar. 

Die vorliegende Erfindung I5st dieses technische Problem auch 
durch die Lehre, niedrig dosiertes Erythropoietin und/oder dessen 
Derivate zur Therapie von Krankheiten oder krankhafte Zust^nden, 
die mit einer Dysfunktlon von endothelialen Vorlauferzellen und/oder 
Endothelzellen im Zusammenhang stehen, zu verwenden. 

Des weiteren lost die vorliegende Erfindung dieses technische Prob- 
lem auch durch die Lehre, niedrig dosiertes Erythropoietin und/oder 
dessen Derivate zur Protektion und Regeneration unterschiedlicher 
Gewebetypen im Zustand von Krankheiten oder krankhaften Zustan- 
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den, die mit einer Dysfunktion der jeweils spezifischen Gewebefunk- 
tion im Zusammenhang stehen, zu verwenden. 

Auch wird das zugrundeiiegende technische Problem durch die se- 
quenzielle, zeitlich aufeinanderfolgende Oder glelchzeitige Gabe von 
niedrig dosiertem Erythropoietin sowie einer oder mehrerer anderer 
chemlscher, thermischer, meclianischer sowie biologischer Agenzien 
gelost. 

Die Erfindung betrifft daher insbesondere die folgenden Ausfuli- 
rungsformen A) bis K) jeweils allein und/oder in Kombination: 

A) Venwendung von Erythropoietin, bevorzugt zur Herstellung ei- 
ner pharmazeutischen Zusammensetzung, fQr die Prophylaxe oder 
Behandlung von Krankheiten, wobei das Erythropoietin oder/und die 
pharmazeutische Zusammensetzung geeignet und bestimmt ist fQr 
die morgendliche Applikation an einen menschlichen oder tierischen 
Korper in einem Zeitraum von 6:00 bis 10:00. 

B) Venwendung von Erythropoietin, bevorzugt in Kombination mit 
Ausfuhrungsform A), insbesondere zur Herstellung einer pharmazeu- 
tischen Zusammensetzung, fOr die Prophylaxe oder Behandlung von 
Krankheiten, wobei die pharmazeutische Zusammensetzung in ihrer 
niedrigen Dosierung geeignet und bestimmt ist fQr die Prophylaxe 
Oder Behandlung eines menschlichen oder tierischen Patienten der 
a) mindestens eine Dysfunktion endothelialer Vorlauferzellen, b) 
mindestens einen cardiovaskularen Rislkofaktor wie Hypertonie, Hy- 
percholestrinemie, Insullnresistenz, erhShte ADMA Werte oder Hy- 
perhomocytenamie und c) mindestens einen Endorganschaden wie 
linksventrikulare Hypertrophie, Mikroalbuminurie, kognitive Dysfunk- 
tion, Zunahme der Intima-Media-Dicke in der A. carotis, Proteinurie 
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Oder eine glomerulSre Rltrationsrate < 80 ml/min, vorzugsweise 30 
bis 80 ml/min aufweisi 

C) Verwendung von Erythropoietin, vorzugsweise in Kombination 
mit AusfUhrungsform A), B) oder A) und B), filr die i<osmetische Be- 
handlung des menschllchen oder tierischen Korpers, insbesondere 
zur Behandlung von Faltenbildung, zur Starkung des Bindegewebes, 
zum Scliutz und zur Straffung der Haut, zum Schutz vor schadigen- 
den Umwelteinwirkungen, zur Behandlung von Altersflecken, zur Be- 
schleunigung der Reepithelialisierung, zur Besohleunigung des 
Haarwuchses und/oder als Make up-Unterlage. 

D) Verwendung von Erythropoietin, vorzugsweise in Kombination 
mIt AusfUhrungsform A), B) oder A) und B), zur Hersteilung einer 
kosmetischen Preparation, insbesondere zur topischen Applikation, 
fOr die kosmetische Behandlung des menschliohen oder tierischen 
KSrpere, Insbesondere zur Behandlung von Faltenbildung, zur Star- 
kung des Bindegewebes, zum Schutz und zur Straffung der Haut, 
zum Schutz vor schSidigenden Umwelteinwirkungen, zur Behandlung 
von Altersflecken, zur Beschleunigung der Reepithelialisierung, zur 
Besohleunigung des Haanwuches, und/oder als Make up-Unterlage. 

E) Verwendung von Erythropoietin, bevorzugt in Kombination mit 
eIner oder mehreren der AusfQhrungsfonnen nach A), B), C) oder D), 
und/oder eine Mischung von endothelialen Voriauferzellen mit mln- 
destens einer zelltherapeutisch einsetzbaren Zellpopulatlon zur Her- 
steilung einer pharmazeutischen Zusammensetzung, enthaltend E- 
rythropoietin und eine Mischung aus endothelialen Vorlauferzellen 
mit mindestens einer zelltherapeutisch einsetzbaren Zellpopulation 
fQr die Regeneration von Gewebe oder GefaSen in einem menschli- 
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Chen Oder tierischen Korper, wobei die Mischung vor der Applikation 
in vitro mit Erytliropoietin in Kontakt gebracht worden ist. 

F) Verwendung von Erythropoietin, bevorzugt in Kombination mit 
einer oder mehreren der AusfQhrungsformen nach A), B), C), D) oder 
E), und/oder eine Mischung von endothellalen Vorlauferzellen mit 
mindestens einer zeiltherapeutisch einsetzbaren Zellpopulation zur 
Herstellung einer pharmazeutischen Zusammensetzung, enthaltend 
Erythropoietin und/oder eine Mischung von endothellalen Vorlaufer- 
zellen mit mindestens einer zeiltherapeutisch einsetzbaren Zellpopu- 
lation fur die Regeneration von Gewebe oder GefaBen in einem 
mensch lichen oder tierischen Korper, wobei dem tierischen oder 
menschlichen Korper Erythropoietin vor, nach oder gleichzeitig mit 
der Applikation der Mischung verabreicht wird. 

G) Verwendung von Erythropoietin, bevorzugt in Kombination mit 
einer oder mehreren der AusfQhrungsformen nach A) bis F), 
und/oder mindestens ein chemisches, thermisches, mechanisches 
Oder biologisches Agens, insbesondere ein pharmakologischer Wirk- 
stoff, fQr die Herstellung einer pharmazeutischen Zusammensetzung 
Oder eines Kits, enthaltend Erythropoietin und das mindestens eine 
chemische, thermische, mechanische oder biologische Agens fur die 
Prophylaxe oder Behandlung von Krankheiten, wobei die pharma- 
zeutische Zusammensetzung oder der Kit geeignet und bestimmt ist 
fur die sequenzielle, zeitlich aufeinanderfolgende oder gleichzeitige 
Applikation des Erythropoietin mit dem mindestens einen chemi- 
schen, thermischen, mechanischen oder biologischen Agens. Die 
Erfindung betrifft daher auch die Verwendung von Erythropoietin in 
der vorstehend unter G bezeichneten Weise, wobei es sich bei den 
mechanischen Agenzien um Endoprothesen, bevorzugt um Implan- 
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tationskorper fur den Zahn, Knochen oder Band/Sehnenersatz han- 
delt. Die Erfindung betrifft auch die Verwendung von Erythropoietin 
in der vorstehend unter G) bezeichneten Weise, wobei es sich bei 
den biologischen Agenzien urn solide Organe, wie Leber, Niere, 
Herz, Pankreas oder Haut handelt. Unter biologischen Agenzien 
werden in diesem Zusammenhang auch Haarimplantate verstanden. 
In besonders bevorzugter Ausftihrungsform betrifft die vorliegende 
Erfindung daher die Verwendung von Erythropoietin zur Herstellung 
einer pharmazeutischen Zusammensetzung oder eines Kits fur die 
systemische oder lokale Applikation an einen Implantationsort eines 
biologischen Agens der vorgenannten Art oder einer Endoprothese, 
insbesondere eines Implantatibnskorpers wie zum Beispiel einem 
Zahn, Zahnersatz, Zahnimplantat, Knochenersatz, Knochenimplah- 
tat, zum Beispiel Huftgelenkprothese, Band/Sehnenersatz, zum Bei- 
spiel Kreuzband, wobei das Erythropoietin vor der Implantation des 
genannten biologischen oder mechanischen Agens, dass heisst zum 
Beispiel der Endoprothese, systemisch oder lokal appliziert wird, 
zum Beispiel einige Wochen vor der Implantation und anschlieSend 
die Implantation vorgenommen wird. In einer weiteren Ausfuhrungs- 
form ist auch vorgesehen, die Implantation des genannten biologi- 
schen Oder mechanischen Agens, zum Beispiel der Endoprothese 
zeitgleich mit dem Einsatz von Erythropoietin vorzunehmen. In einer 
weiteren AusfQhrungsform ist vorgesehen, das Erythropoietin nach 
der Implantation der genannten Endoprothese beziehungsweise me- 
chanischen Oder biologischen Agens vorzunehmen. GemSR dieser 
Ausfuhrungsformen wird das Gewebe beziehungsweise die Korper- 
struktur, in die das Implantat, zum Beispiel der Zahn oder die Kno- 
chenprothese implantiert wird, mobilisiert beziehungsweise konditio- 
niert, und ermoglicht so ein erheblich besseres und damit auch 
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schnelferes Integrieren, zum Beisplel An- und Einwachsen des biolo- 
gischen Oder mechanischen Agens, zum Beisplel Implantats In die 
KSrperstruktur. 

H) VenA^endung von Erythropoietin nach einer oder mehreren der 
AusfQhrungsformen nach A) bis G), wobei die pharmazeutische Zu- 
sammensetzung bei Appllkatlon im menschlichen oder tierischen 
KOrper zu keiner ErhOhung des Hamatokrit-Wertes fQhrt, insbeson- 
dere urn nicht mehr als 10 % des Hamatokrit-Wertes vor der Applika- 
tion des Erythropoietin. 

I) Verwendung von Erythropoietin nach einer oder mehreren der 
AusfQhrungsformen nach A) bis H) in einer pharmazeutischen Zu- 
sammensetzung, wobei das Erythropoietin In niedriger, nicht e- 
rythropoietisch wirksamer Dosis fur die genannten Prophylaxen, Be- 
handlungen oder Therapien geeignet und bestimmt ist, Insbesondere 
In einer Dosis von 0,001 lU/kg KorpergewichtA/Voche bis 90, insbe- 
sondere 50 lU/kg K&rpergewichtA/Voche eingesetzt wird. 

K) Verwendung von Erythropoietin nach einer oder mehreren der 
AusfQhrungsformen nach A) bis I), wobei die Krankheit Hypercho- 
lesterinamle, Diabetes mellitus, Insulinresistenz, Endothel- 
vennlttelten chronlschen EntzQndungserkrankungen, Endothellose 
einschliefilich Retlkuloendotheliose, Atherosklerose, altersbedingter 
Herz-Krelslauf-Erkrankung, Isch3mischen Erkrankungen der Extreml- 
taten, Pr§eklampsle, Raynaud-Krankhelt, Lebererkrankungen wie 
Hepatitis, Leberzlrrhose, akutes oder chronisches Leberversagen, 
Knochen- und Knorpelerkrankungen oder -verletzungen, Schleim- 
hauterkrankungen oder -verletzungen, insbesondere im gastro- 
intestinalen Trakt, IVlorbus Crohn, Colitis ulcerosa, schwanger- 
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schaftsinduzierter Hypertonie, chronischer oder akuter Niereninsuffi- 
zienz, insbesondere terminaler Niereninsuffizienz, Nierenfunktions- 
einschrankungen mit glomerularen Filtrationsraten von 30 bis 80 
ml/min, Mikroalbuminurie, Proteinurie, Zustande mit erhohten ADMA- 
Spiegeln oder Wunden und Folgeerkrankungen davon ist 

Die Erfindung betrifft auch die Herstellung eines Kits, enthaltend E- 
rythropoietin, endotheliale Voriauferzellen und mindestens eine zell- 
therapeutisch einsetzbare Zellpopulation, wobei das Erythropoietin 
vorzugsweise in niedriger Dosierung vorliegt 

ErfindungsgemaR wurde uberraschenderweise festgestellt, dass ei- 
ne Behandlung mit niedrig dosiertem Erythropoietin zur physiologi- 
schen Mobilisierung endothelialer Voriauferzellen fuhrt, wobei die 
Anzahl zirkulierender endothelialer Voriauferzellen erhoht und deren 
Differenzierung induziert wird. Daruber hinaus werden unter be- 
stimmten pathologischen Zustanden auftretende funktionelle Defizite 
der endothelialen Voriauferzellen ausgeglichen. Erfindungsgemall 
konnte gezelgt werden, dass bei Patlenten mit chronischer Nierener- 
krankung im Endstadium die Anzahl zirkulierender Stammzellen ge- 
nauso hoch ist wie bei gesunden Probanden, diese jedoch bei die- 
sen Patienten die Fahigkeit zur Differenzierung zu Endothelzellen 
Qber endotheliale Voriauferzellen verloren haben. So ist bei Patien- 
ten mit chronischer Nierenerkrankung die Anzahl von Zellen, die ad- 
hasionsfahig sind und einen endothelialen Zell-Phanotyp zeigen, 
gegenuber gesunden Probanden deutlich vermindert (de Groot et al; 
Kidney Int 2004;66:641-6). Dieser funktionelle Abfall endothelialer 
Voriauferzellen lasst sich schon bei maRiggradiger Einschrankung 
der Nierenfunktion mit einer glomerularen Fiitrationsrate von 30, vor- 
zugsweise 40, bis 80 ml/min finden. Erfindungsgemafl wurde nun 



wo 2005/070450 



18 



PCT/EP2005/000618 



festgestellt, dass sowohl nach Behandlung dieser Patlenten als auch 
nierengesunder Patienten und/oder Probanden mit erflndungsgemSB 
niedrig dosiertem Erythropoietin die Anzalil zirkuiierender Stammzel- 
len signifil<ant urn mehr als 50% ansteigt. Dabei erhoht sich insbe- 
sondere die Anzahl von Zellen, die einen endothelialen Phanotyp 
entwickein, dramatisch. WIe mittels eines funktionellen Zellkulturtes- 
tes nachgewiesen, erhoht sich durch die niedrig dosierte Erythro- 
poietln-Behandlung die bei den Patlenten mIt chronlscher Nierener- 
krankung mIt einer glomeruiaren Filtratlonsrate von 30, vorzugsweise 
40, bis 80ml/mln beeintrSchtlgte FShlgkeit der endothelialen VorlSu- 
ferzellerzellen zur AdhSsion urn das Drelfache, bei nierengesunden 
Probanden und/oder Patienten urn das zwei- bis drelfache. Die Fa- 
hlgkelt von sich differenzlerenden endothelialen Voriauferzellen be- 
zlehungswelse von Endothelzellen zur Adhasion 1st eine der Grund- 
voraussetzungen zur Ausblldung neuer Gewebe und/oder GefaSe. 
Erythropoietin kann auf diese Weise die Neovaskularisierung, insbe- 
sondere die Vaskulogenese, in Geweben Oder Organen, zum Bel- 
spiel insbesondere in Nieren, in denen entsprechende yaskulogene 
Oder angiogene Stimuli freigesetzt werden, Induzleren. 

ErfindungsgemaG kann niedrig dosiertes Erythropoietin zur Stimulie- 
rung der physlologischen Mobilisierung endotheliaier Voriauferzellen, 
der Proliferation endotheliaier Vorlauferzellen, der Differenzierung 
der endothelialen Vorlauferzellen zu Endothelzellen und/oder zur 
Migration endotheliaier Vorlauferzellen In RIchtung eines vaskuloge- 
nen oder anglogenen Stimulus in einem menschlichen oder tlerl- 
schen KSrper, insbesondere eInem adulten Organismus, venwendet 
werden. ErflndungsgemaB kann niedrig dosiertes Erythropoietin da- 
her In vortellhafter Weise zur Stimulation der GefaBneubildung durch 
Vaskulogenese in Geweben oder Organen eingesetzt werden, in 
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denen pathologische GefaHverSnderungen vorliegen. Aufgrund der 
Stimulation endotlielialer Vorlauferzellen durch niedrig dosiertes E- 
rythropoietin kann darQber hinaus auch die Bildung von Endothelge- 
webe induziert werden. ErfindungsgemaG kann niedrig dosiertes E- 
rythropoietin daher aucli zur Beliandlung von Kranklieiten des 
menscliliohen oder tierisclien Korpers eingesetzt werden, die im Zu- 
sammenliang mit einer Dysfunktion von endothelialen Vorlauferzel- 
len und/oder Endothelzellen im Zusammenhang stehen. Patienten- 
populatlonen die eine solche Dysfunktion aufWeisen, weisen in der 
Regel kardiovaskulSre Risikofaktoren wie Hypertonie, Hypercho- 
lesterindmle, Insuiinresistens. Hyperhomocysteinamie, erhohte 
ADMA Spiegel, und einen Endorganschaden wIe linksventrikulSre 
Hypertrophie, Mikroalbuminurie, Proteinurie oder eine glomerulare 
Filtrationsrate (GFR) von 30, vorzugsweise 40, bis 80 ml/min auf. 

Die Erfindung betrifft auch die VenA^endung von niedrig dosiertem 
Erythropoietin zur Protektion und Regeneration funktionsgefdhrdeter 
Gewebe aufgrund des Einwirkens chemischer, thermlscher, mecha- 
nischer sowie biologischer Agenzien. Die topische Applikatlon niedrig 
dosierten Erythropoietins betrifft erfindungsgemaH auch die Prophy- 
laxe und Reduktion bereits bestehender Falten der Haut, insbeson- 
dere der Gesichtshaut, sowie den Schutz der Haut als auch die Re- 
duktion von Altersflecken. Dabei kann erfindungsgemaB der Einsatz 
niedrig dosierten Erythropoietins beziehungsweise eines Abkomm- 
linges sequenziell, zeitlich aufeinanderfolgend oder gleichzeitig mit 
einer oder mehreren anderen chemischen, thermischen, mechani- 
schen sowie biologischen Agenzien erfolgen. ErfindungsgemaB kann 
niedrig dosiertes Erythropoietin in Anpassung an dessen circardia- 
nen Rhythmus therapeutisch eingesetzt werden, um so einen maxi- 
malen biologische Effekt zu erzielen. Endotheliale Vorlauferzellen 
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werden in einer bevorzugten Ausfuhrungsform erfindungsgemaR 
zeitgleich mit anderen zelltherapeutischen einsetzbaren Zellpopulati- 
onen appliziert unter vorheriger Inkubation mit niedrig dosiertem E- 
rythropoietin in vitro und/oder lokaler sowie systemischer Applikation 
von niedrig dosiertem Erythropoietin in vivo, urn so das Einheilen der 
zelltherapeutischen Gewebszellen mit suffizienter Anbindung an das 
GefaBsystem sicherzustellen. 

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung wird unter „E- 
rythropoietin" beziehungsweise „EPO" ein Stoff verstanden, der in 
entsprechend hohen Dosierung das Wachstum, die Differenzierung 
und die Reifung von Stammzellen uber Erythroblasten zu Erythrocy- 
ten steuert. 

Erythropoietin ist ein Glycoprotein, welches 166 Aminosauren, drei 
Glycosylierungsstellen und ein Molekulargewicht von etwa 34.000 
Da aufwelst Im Rahmen einer EPO-induzierten Differenzierung von 
Erythrocyten-Vorlauferzellen wird die Globinsynthese Induzlert und 
die Synthese des HSm-Komplexes sowie die Anzahl der Ferritin- 
Rezeptoren gesteigert. Dadurch kann die Zelle mehr Eisen aufneh- 
men und funktionelles Hamoglobin synthetisieren. In den reifen E- 
rythrocyten bindet Hamoglobin den Sauerstoff. Somit nehmen die 
Erythrocyten beziehungsweise das in ihnen enthaltene Hamoglobin 
eine Schlusselrolle fur die Sauerstoffversorgung des Organismus 
ein. Ausgelost werden diese Vorgange durch die Wechselwirkung 
von EPO mit einem entsprechenden Rezeptor auf der Zelloberflache 
der Erythrocyten-Vorlauferzellen (Graber und Krantz, Ann. Rev. Med. 
29 (1978), 51-56). 
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Der hier verwendete Begriff „Erythropoietin" umfasst EPO jeglicher 
Herkunft, insbesondere menschliches oder tierisches EPO. Der hier 
verwendete Begriff erfasst nicht nur die naturlich vorkommenden, 
das heiRt Wildtyp-Formen von EPO, sondern auch seine Derivate, 
Analoga, Modifikationen, Muteine, Mutanten oder Sonstiges, solange 
sie die biologischen Wirkungen von Wildtyp-Erythropoietin zeigen. 

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung werden unter 
"Derivaten" funktlonelle Aquivalente oder Abkommlinge von Erythro- 
poietin verstanden, die unter Beibehaltung der Erythropoietin- 
Grundstruktur durch Substitution von einem oder mehreren Atomen 
Oder Molekulgruppen beziehungsweise -resten, insbesondere durch 
Substitution von Zuckerketten wie Ethylenglycol, erhalten werden 
und/oder deren Aminosauresequenzen sich von der des natOrlicher- 
weise vorkommenden menschlichen oder tierischen Erythropoietin- 
Proteins an mindestens einer Position unterscheiden, die aber Im 
wesentlichen einen hohen Grad an Homologie auf der Aminosaure- 
ebene und vergleichbare biologische Aktlvitat aufweisen. Derivate 
des Erythropoietins, wie sie beispielsweise in der vorliegenden Erfin- 
dung eingesetzt werden konnen, sind unter anderem bekannt aus 
der WO 94/25055, der EP 0 148 605 B1 oder der WO 95/05465. 

"Homologie" bedeutet insbesondere eine Sequenzidentitat von min- 
destens 80 %, vorzugsweise mindestens 85 % und besonders be- 
vorzugt mindestens mehr als 90 %, 95 %, 97 % und 99 %. Der dem 
Fachmann bekannte Ausdruck der "Homologie" bezeichnet somit 
den Grad der Verwandtschaft zwischen zwei oder mehreren Poiy- 
peptid-Molekulen, der durch die Obereinstimmung zwischen den Se- 
quenzen bestimmt wird. Dabei kann eine Obereinstimmung sowohl 



wo 2005/070450 



22 



PCT/EP2005/000618 



eine identische Obereinstlmmung als auch ein konservativer Amino- 
saureaustausch bedeuten. 

ErfindungsgemaR umfasst der Begriff "Derivat" auch Fusionsprotei- 
ne, bei denen am N-terminalen Teil beziehungsweise am C- 
temninalen Tell funktionelle Domanen eines anderen Proteins vor- 
handen sind. In einer Ausftihrungsform der Erfindung kann es sich 
bei diesem anderen Protein beispielsweise um GM-CSF, VEGF, 
PIGF, ein Statin oder einen anderen Faktor handein, der eine stlmu- 
lierende Wirkung auf endotheliale Vorlauferzellen aufweist. In einer 
weiteren Ausftihrungsform der Erfindung kann es sich bei dem ande- 
ren Protein auch um einen Faktor handein, der stimulierende Wir- 
kung auf ausdifferenzierte Endothelzellen hat, beispielsweise um 
Angiogenin, VEGF (vascular endothelial growth factor) oder bFGF 
(basic fibroblast growth factor). Von bFGF und VEGF ist bekannt, 
dass dieser Wachstumsfaktor eine starke mitogene und chemotakti- 
sche AktivitSt auf Endothelzellen ausQbt. 

Die Unterschiede zwischen einem Erythropoietin-Derivat und nati- 
vem Erythropoietin kSnnen beispielsweise durch Mutationen, wie 
zum Beispiel Deletionen, Substitutionen, Insertionen, Aniagerungen, 
Basenaustausche und/oder Rekombinationen der die Erythropoietin- 
Aminosauresequenzen codierenden Nucleotidsequenzen entstanden 
sein. ErfindungsgemaR bevorzugt wird als Erythropoietin (EPO-) al- 
pha, (EPO-) beta, Aranesp (Darbepoetin alpha) oder Cera (continu- 
ous erythropoietin receptor agonist) eingesetzt. Selbstverstandlich 
kann es sich dabei auch um naturlichenA/eise auftretende Sequenz- 
variationen handein, beispielsweise um Sequenzen aus einem ande- 
ren Organismus oder um Sequenzen, die auf naturliche Weise mu- 
tiert wurden, oder Mutationen, die mit Hilfe Qblicher, auf dem Fach- 
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gebiet bekannter Mittel, beispielsweise chemische Agenzien 
und/oder physikalische Agenzien, gezielt in die Erythropoietin codie- 
renden Nucleinsauresequenzen eingefuhrt wurden. Im Zusammen- 
hang mit der Erfindung umfasst der Begriff „Derivat" daher auch mu- 
tierte Erythropoietin-Molekule, also Erythropoietin-Muteine. 

ErfindungsgemaB konnen auch Peptid- oder Protein-Analoga von 
Erythropoietin eingesetzt werden. Im Zusammenhang mit der vorlie- 
genden Erfindung umfasst der Begriff „Analoga" Verbindungen, die 
keine mit der Erythropoietin-Aminosauresequenz identische Amino- 
sauresequenz aufweisen, deren dreidimensionale Struktur jedoch 
der von Erythropoietin stark ahnelt und die daher eine vergleichbare 
biologische Aktivitat aufweisen. Bei Erythropoietin-Analoga kann es 
sich beispielsweise um Verbindungen handein, die die fur die Bin- 
dung von Erythropoietin an dessen Rezeptoren verantwortlichen A- 
minosaurereste in geeigneter Konformation enthalten und die daher 
die essentiellen Oberfiacheneigenschaften des Erythropoietin- 
Bindungsbereiches nachahmen kOnnen. Derartige Verbindungen 
sind beispielsweise in Wrighton et aL, Science, 273 (1996), 458, be- 
schrieben. Das erfindungsgemaG eingesetzte EPO kann auf ver- 
schiedene Weise hergestellt werden, beispielsweise durch Isolierung 
aus menschlichem Urin oder aus dem Urin oder Plasma (einschlieS- 
lich Serum) von an aplastischer Anamie leidenden Patienten (Miyake 
et aL, J.B.C. 252 (1977), 5558). Menschliches EPO kann beispiels- 
weise auch aus Gewebekulturen von menschlichen Nierenkrebszel- 
len (JA-OS 55790/1979), aus menschlichen Lymphoblastenzellen, 
die die Fahigkeit zur Bildung von menschlichem EPO aulweisen (JA- 
OS 40411/1982) und aus einer durch Zellfusion einer menschliche 
Zelllinien erhaltenen Hybridomakultur gewonnen werden. EPO kann 
auch durch gentechnologische Verfahren hergestellt werden, indem 
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man mittels geeigneter DNA oder RNA, die fur die entsprechende 
AminosSuresequenz des EPO codiert, gentechniscli das erwQnschte 
Protein herstellt, zum Beispiel in einem Bakterium, einer Hefe, einer 
Pflanzen-, Tier-, oder Humanzelllinie. Derartige Verfahren sind bei- 
spielsweise in der EP 0 148 605 B2 oder der EP 0 205 564 82 sowie 
der EP 0 41 1 678 81 beschrieben. 

Die vorliegende Erfindung betrifft insbesondere die Verwendung von 
niedrig dosiertem Erytliropoietin und/oder Derivaten davon zur Sti- 
muiierung der physioiogisclien Mobilisierung endotlielialer Vorlaufer- 
zellen, der Proliferation endothelialer VorlSuferzellen, der DifFerenzie- 
rung der endothelialen Vorl3uferzellen zu Endotlielzellen und/oder 
zur Migration endothelialer VoriaUferzellen in Richtung eines vasku- 
logenen oder angiogenen Stimulus in einem menschlichen oder tieri- 
schen KOrper, insbesondere einem adulten Organismus. 

Des weiteren betrifft die Erfindung die sequenzielle Verwendung von 
niedrig dosiertem Erythropoietin und mindestens einem weiteren ge- 
eigneten chemischen, thermischen, mechanischen oder biologischen 
Agens oder Wirkstoff, insbesondere pharmakologischen Wirkstoff, 
der die Funktion und Zahl endothialer VorlSuferzellen erhSht, sowie 
die organprotektive und regenerative Wirkung von niedrig dosiertem 
Erythropoietin verstarkt. 

Des weiteren betrifft die Erfindung daher vorzugsweise die sequen- 
zielle, zeitlich aufeinanderfoigende oder gleichzeitige Gabe von nied- 
rig dosiertem Erythropoietin sowie einer oder mehrerer anderer 
pharmakologischer Wirkstoffe, z.8. VEGF; GM-CSF, M-CSF, 
Thrombopoietin, SCF, SDF-1, NGF, PIGF, einem HI\/!G-Co- Reduk- 
tase-lnhibitor, einem ACE-Hemmer, einem AT-1 Hemmer und einem 
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NO- Donator, um so die Zahl und Funktion endothelialer Voriaufer- 
zellen zu erhohen und/oder die Regeneration bzw. Progressionsver- 
langsamung von Gewebesciiaden herbelzufuliren. Dabei soil erfin- 
dungsgemaS die Sequenz A) Quantitative und qualitative Optimie- 
rung von Stammzellen und/oder endotheliale Vorlauferzellen im 
Knochenmark oder in gewebsstammigen „StammzeH"-Nischen B) 
Mobilisierung von Stammzellen und/oder endotheliale Vorlauferzel- 
len aus dem Knochenmark oder anderen „Stammzeil"Nischen ins 
periphere Blut C) Quantitative und qualitative Optimierung von 
Stammzellen und/oder endotheliale Vorlauferzellen im peripheren 
Blut und/oder ex vivo unter selektiven Kulturbedingungen, vorzugs- 
weise die Kultiir unter hypoxischen Bedingungen mit einem Sauer- 
stoffanteil von 0,1% bis 10% D) Homing von Stammzellen und/oder 
endothelialen Vorlauferzellen an den Ort der Schadigung E) Adhasl- 
on und Migration von Stammzellen und/oder endotheliale Vorlaufer- 
zellen in das Zielgewebe F) Neovaskularisierung durch endotheliale 
Vorlauferzellen beeinflusst werden. 

Die vorliegende Erfindung betrlfft also die gleichzeitige wie auch zeit- 
lich versetzte Applikation von endothelialen Vorlauferzellen und einer 
Oder mehreren zelltherapeutisch einsetzbaren Zellpopulationen, ins- 
besondere Hepatozyten, Myocyten, Cardiomyocyten oder In- 
selzeiltransplantaten, nach vorheriger Inkubation mit niedrig dosier- 
tem Erythropoietin in vitro und/oder lokaler sowie systemischer Ap- 
plikation von niedrig dosiertem Erythropoietin in vivo, welches die 
Funktion, das Einheilen sowie die Vaskularisierung und den An- 
schluss an den Blutkreislauf des Empfangers dieser zelltherapeu- 
tisch eingesetzten Zellpopulationen verbessert und beschleunigt. 
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Die vorliegende Erfindung betrifft die Verwendung von Erytiiropoietin 
insbesondere in niedriger Dosis oder geeigneter Wirlcstoffe zur topi- 
sclien Anwendung im Sinne der ..Sciionheitspflege", insbesondere 
der Propiiylaxe bzw. zeitnahen Reduktion von Falten und Faitclien, 
Starl<ung des Bindegewebes, Scliutz sowie Straffung der Haut, ins- 
besondere der Gesiclitshaut, gegen schadliclie Umweltfalctoren und 
als Mal<e-up Unterlage. Des weiteren wirkt die topische Anwendung 
von Erytiiropoietin der Entstetiung und Weiterentwicklung von Alters- 
flecken entgegen, verfeinert das Hautbild, sowie unterstQtzt den Er- 
neuerungsprozeU der Haut, Insbesondere die Reepitlielialisienjng. 
DarQber hinaus beschleunigt Erythropoietin den Haarwuchs. 

Die vorliegende Erfindung betrifft auch die Verwendung von niedrig 
dosiertem Erythropoietin zur Herstellung einer pharmazeutischen 
Zusammensetzung geeignet und bestimmt zur Anwendung in An- 
passung an dessen circardianen kOrpereigenen Rhythmus. Die en- 
dogene Erythropoietinproduktion besitzt ihre Akrophase (Tagesma- 
ximum) am spSten Nachmittag, daher sollte die Gabe von niedrig 
dosiertes Erythropoietin vorzugsweise vormittags, insbesondere zwi- 
schen 6:00 und 10:00 erfolgen, um so einen maximalen bioiogi- 
schen, therapeutischen oder kosmetischen Effekt zu erzielen. 

Die vorliegende Erfindung betrifft die Verwendung von niedrig dosier- 
tem Erythropoietin zur Stimulierung der physiologlschen Mobilisie- 
rung, oder/und zur Proliferation und Differenzierung endothelialer 
Voriauferzellen, oder/und zur Stimulierung der Vaskulogenese, o- 
der/und zur Therapie von Krankheiten, die mit einer Dysfunktion en- 
dothelialer Voriauferzellen im Zusammenhang stehen, oder/und zur 
Herstellung pharmazeutischer Zusammensetzungen zur Behandlung 
solcher Krankheiten sowie pharmazeutische Zusammensetzungen, 
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die Erythropoietin und andere geeignete Wirkstoffe zur Stimulation 
endothelialer Voriauferzellen umfassen, bei Patienten, die a) min- 
destens eine Dysfunktion endothelialer VorlSuferzellen, und b) min- 
destens einen kardiovaskuiaren Risikofaktor wie Hypertonie, Hyper- 
cholesterinamie. Insulinresistenz, Hyperhomocysteinamie, erhohter 
ADMA-Spiegel und c) mindestens einen Endorganschaden wie 
llnksventrikulare Hypertrophie. Mikroalbumlnurie. kognitive Dysfunk- 
tion, Zunahme der Intima-Media-Dicke in der A. carotis, Proteinurle 
Oder eine glomerulSre Filtrationsrate (GFR) von kleiner 80 ml/min. 
insbesondere 30, bevorzugt 40, bis 80 ml/min aufweisen. 

Die Erflndung betrifft auch in bevorzugter AusfOhrung die sequenziel- 
le, zeitlich aufeinanderfolgende oder gleichzeitlge Gabe von niedrig 
dosiertem Erythropoietin sowie einer oder mehrerer anderer cheml- 
scher, thermlscher, mechanischer sowie biologischer Agenzien, urn 
so die Zahl und Funktlon endothelialer Vorlauferzellen zu erhShen 
und/oder die Regeneration bzw. Progresslonsverlangsamung von 
Gewebeschaden herbeizufflhren. HIerbei kann es sich bei den me- 
chanischen Agenzien urn Endoprothesen. bevorzugt urn Implantatl- 
onskorper, zum Beisplel for den Zahn, Knochen oder 
Band/Sehnenersatz, handeln. Ferner kann es sich bei den biologi- 
schen Agenzien urn soiide Organe, wie Leber, Niere, Herz, Pankreas 
Oder Haut handeln oder auch urn Haarimplantate. Die Erfindung 
sieht also vor, dass EPO insbesondere in niedrig dosierter Weise 
venA/endet wird, urn gleichzeitig, anschlieBend oder vorab implantler- 
te mechanische Agenzien wie Endoprothesen oder biologische A- 
genzien besser, schneller und effizlenter in die umgebende Korper- 
struktur einwachsen, beziehungswelse Integrieren zu lassen. Die 
Erfindung betrifft daher auch die Venvendung von Erythropoietin zur 
-hersteliung einer pharmazeutischen Zusammensetzung oder eines 



wo 2005/070450 



28 



PCT/EP2005/000618 



Kits fur die Verbesserung, insbesondere zur Forderung und/oder 
Beschleunigung, der Integration von biologischen Agenzien oder En- 
doprothesen In umgebende Korperstrukturen, Insbesondere von 
Zahnen, Zahnersatz, Zahnimplantaten oder sonstigen Endoprothe- 
sen, wie Knochenersatz, Knochenimplantaten, insbesondere Huftge- 
lenkprothesen oder Band/Sehnenersatz, wie z.B. Kreuzbander. Ge- 
gebenenfalls kann dabei vorgesehen sein, das Erythropoietin zu- 
sammen mit zeiltherapeutisch geeigneten Zellpopulationen und/oder 
endothelialen Vorlauferzellen zu verwenden. In der vorgenannten 
Verwendung von Erythropoietin zur Herstellung einer pharmazeuti- 
schen Zusammensetzung oder eines Kits fur die Verbesserung, ins- 
besondere F6rderung und/oder Beschleunigung der Integration von 
biologischen oder mechanischen Agenzien in Zielstrukturen, insbe- 
sondere Zielgewebe, Zielknochen oder Zlelknorpel eines Patlenten, 
kann in einer weiteren bevorzugten AusfQhrungsform vorgesehen 
sein, dass die einzusetzenden mechanischen Agenzien zum Beispiel 
aus Stahl, Keramlk, Kunststoff oder einem sonstigen Matrix-Material 
hergestellt sind. Daruber hinaus kann vorgesehen sein, dass in der 
genannten Verwendung als zeiltherapeutisch geeignete Zellpopulati- 
onen, Osteoblasten, Zellen mit osteogenem Potential, Thrombozy- 
ten, Blutzellen oder ahnlich eingesetzt werden. In weiterer bevorzug- 
ter AusfQhrungsform kann vorgesehen sein, dass insbesondere das 
einzusetzende mechanische Agens zusammen mit organischem 
Klebstoff, zum Beispiel einem Fibrinkleber in der pharmazeutischen 
Zusammensetzung oder dem phamiazeutischen Kit enthalten sind. 

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung werden unter 
„endothelialen Vorlauferzellen" (endotheliale Progenitorzellen; EPC) 
im Blutkreislauf zirkulierende Zellen verstanden, die die Fahigkeit zur 
Differenzierung zu Endothelzellen besitzen. Bei den wahrend der 
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Embryonalentwicklung vorkommenden endothellalen VorlSuferzellen 
handelt es sich urn Angioblasten. Bei den im adulten Organismus 
vorkommenden endothelialen Vorlauferzellen handelt es sich urn 
Angioblasten-ahnliche Zellen, die aus mononuclearen Zellen, insbe- 
sondere CD34-CD14+-IVIonozyten, und/oder CD34+-Stammzellen, 
die aus peripherem Blut isoliert wurden, gewonnen werden konnen. 

Im Zusammenhang mit der voriiegenden Erfindung wird unter „Mobi- 
lislerung" Oder „physiologischer Mobilisierung" der Prozess des Akti- 
vierens von Stammzelien und/oder Progenitorzellen aus dem Kno- 
chenmark oder aus alternativen „Stammzell"-Nischen durch Wachs- 
tumsfaktoren verstanden. wobei die Stammzelien beziehungsweise 
Progenitorzellen in den Blutkreislauf, insbesondere ins periphere 
Blut, gelangen. 

Im Zusammenhang mit der voriiegenden Erfindung wird unter „Proli- 
feration" die FShigkeit von Zellen zur VergrSlierung und zur an- 
schlielienden Teilung in zwei oder mehr Tochterzellen verstanden. 
Die EPO-vermittelte Stimullerung endothelialer Vorlauferzellen be- 
trifFt somit insbesondere die Anzahl und damit das Teilungsverhalten 
endothelialer Vorlauferzellen. 

Im Zusammenhang mit der voriiegenden Erfindung wird unter „Diffe- 
renzierung" endothelialer Vorlauferzellen die Entwicklung von aus 
dem Knochenmark oder gewebestandigen Nischen stammenden 
mononuklearen Zellen uber endotheliale Vorlauferzellen zu Endo- 
thelzellen verstanden. Unter „Endothelzeilen" werden die Zellen ver- 
standen, die das Endothel, das heifit die einschichtige zellige Aus- 
kleldung von Gefaiien und serosen Hohlen, bilden. Endothelzellen 
sind dadurch charakterisiert, dass sie gefaBaktive Substanzen, bei- 
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spielsweise gefaiJerweiternde Substanzen wie EDRF (endothelial 
derived relaxing factor) oder konstringierenden Substanzen wie En- 
dothelln, Faktoren zur Hemmung Oder Aktivierung der Blutgerinnung 
und Faktoren zur Regulation der GefaUpermeabliitat freisetzen. En- 
dothelzellen synthetisieren auch Komponenten des subendothelialen 
BIndegewebes, insbesondere Collagene vom Typ IV und V, Zellhaft- 
proteine wie Laminin, Flbronektin und Thrombospondin, Wachstums- 
faktoren, belspielsweise fQr glatte Muskelzellen, und Faktoren zur 
Gef3&neubildung. 

Im Zusammenhang mlt der vorliegenden Erfindung wird unter „Migra- 
tion" der endotheliaien Voriauferzellen verstanden, dass die im Biut- 
kreislauf befindllchen endotheliaien Voriauferzellen in Richtung eines 
vas'kulogenen oder anglogenen Stimulus wandern und sich im Be- 
reich des vaskulogenen oder angiogenen Stimulus konzentrieren. 
Unter einem ..vaskulogenen Stimulus" wird ein chemischer Reiz in 
einem Gewebe oder BlutgefdS eines menschlichen oder tierischen 
Korpers verstanden, der spezifisch auf endotheliale Voriauferzellen 
wirkt und deren Wanderung zu der Stelle des Korpers bewirkt, von 
der der chemisohe Reiz ausgeht. Durch den vaskulogenen Stimulus 
wird auf diese Weise der Prozess der Vaskulogenese induziert. Un- 
ter einem ..angiogenen Stimulus" wird ein chemischer Reiz in einem 
Gewebe oder BlutgefaR eines menschlichen oder tierischen Korpers 
verstanden, der spezifisch auf ausdifferenzierte Endothelzellen wirkt 
und deren Migration zu der Stelle des Korpers bewirkt, von der der 
chemische Reiz ausgeht. Der angiogene Stimulus bewirkt auf diese 
Weise eine Induzierung von Angiogenese. 

In einer weiteren AusfOhrungsfomn der Erfindung ist die Venvendung 
von niedrig dosiertem Erythropoietin und/oder Derivaten davon zur 



wo 2005/070450 



31 



PCT/EP2005/000618 



Erhohung der Adhasionsfahigkeit slch differenzierender endothelialer 
Vorlauferzeilen vorgesehen. Erfindungsgemafi wird Erythropoietin 
insbesondere verwendet, urn die Fa[iigl<eit endotiielialer Vorlaufer- 
zeilen zur Adhasion, das heiBt zur Zell-Zeil-Adhasion zu verbessern. 
Die Adhasion von sich differenzierenden endothelialen Vorlauferzei- 
len beziehungsweise ausdifferenzierten Endothelzellen ist eine der 
Grundvoraussetzungen zur Bildung neuer GefSBe oder eines neuen 
Endothelgewebes. Die Zelladhasion wird durch ProteinmolekQIe 
vermittelt. 

Die voriiegende Erfindung betrifft auch die Verwendung von niedrig 
dosiertem Erythropoietin zur Stimulation der Gefadneubildung, ins- 
besondere die Stimulation von Vaskulogenese. Im Zusammenhang 
mit der vorliegenden Erfindung wird unter „Vaskulogenese" die Ge- 
faBneubildung aus sich in situ differenzierenden endothelialen Vor- 
lauferzeilen verstanden. ErfindungsgemSB wird durch den Einsatz 
von niedrig dosiertem Erythropoietin also erreicht, dass sich endo- 
theliale Vorlauferzeilen in verstarktem MaRe an einer GefaSneubil- 
dung beziehungsweise an einer lokalen GefaBneubildung zur Wle- 
dersteilung geschadigter GefaRbereiche beteiligen. Erfindungsge- 
maB ist also vorgesehen, dass die Venwendung von niedrig dosier- 
tem Erythropoietin und/oder dessen Derivaten die Bildung neuer 
BlutgefaSe und/oder den Ersatz geschadigter GefaSbereiche durch 
lokale BlutgefdBneubildung fdrdert. 

In einer weiteren AusfOhmngsfomi der Erfindung ist die Venwendung 
von niedrig dosiertem Erythropoietin und/oder Derivaten davon zur 
Stimulation endothelialer Vorlauferzeilen zur Bildung von Endothel- 
gewebe vorgesehen. 
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In einer besonders bevorzugten AusfQhrungsform der Erfindung ist 
die Verwendung von niedrig dosiertem Erythropoietin und/oder Deri- 
vaten davon zur Therapie von Krankheitszustanden oder Krani<hei- 
ten des menschlichen oder tierisciien Korpers, die im Zusammen- 
hang mit einer Dysfunktion von endothellalen Voriauferzellen stehen, 
Oder von Folgerkrankungen davon vorgesehen. 

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung werden unter 
..Krankheiten", ..Krankheitszustanden" oder „Erkrankungen" Storun- 
gen der LebensvorgSnge in Organen oder im gesamten Organismus 
mit der Folge von subjektiv empfundenen bezieiiungsweise objektiv 
feststellbaren kdrperlichen, seelischen beziehungsweise gelstigen 
VerSnderungen verstanden. ErfindungsgemSR liandelt es sich ins- 
besondere um Kranklieiten, die mit einer Dysfunktion von endothe- 
llalen Voriauferzellen im Zusammenhang stehen. das heiBt Krank- 
heiten, die entweder die Folge einer derartigen Dysfunktion dieser 
Zellen sind oder die durch diese Zellen vermittelt werden. Des weite- 
ren werden erfindungsgemad unter „Krankheiten", „Krankheitszu- 
standen" oder „Erkrankungen" Storungen der LebensvorgSnge In 
Organen oder im gesamten Organismus verstanden, die sich durch 
die Gabe von niedrig dosierten Erythropoietin oder geeigneten Wirk- 
stoffen In ihrer Progredlenz aufhalten oder Insbesondere verlangsa- 
men lassen. Unter „FoIgerkrankungen" werden Sekundarkrankheiten 
verstanden, das helSt eine zu einem primSren Krankheltsbild hinzu- 
tretende zweite Erkrankung. 

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung wird unter einer 
..Dysfunktion" von endothellalen Voriauferzellen eine Storung we- 
sentllcher Zellfunktionen wie Stoffwechsellelstungen, Reizbeantwor- 
tung, Motilitat, Tellungsverhalten oder DIfferenzierungsverhalten die- 
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ser Zellen verstanden. Eine Dysfunktion von endothelialen Vorlau- 
ferzellen kann beispieisweise darin bestehen, dass diese Zellen nicht 
Oder nur in ungenQgendem MaSe proliferieren. Da durch die Ver- 
wendung von Erythropoietin die Proliferation endothelialer Vorlaufer- 
zellen stimuliert wird, kann dadurcli das defizitare Teiiungsverhalten 
sowohl von endotlielialen Vorlauferzellen als aucli von bereits aus- 
differenzierten Endothelzellen ausgegiichen und die Anzahl von en- 
dothelialer Vorlauferzellen beziehungsweise Endothelzellen erhoht 
werden. Eine Dysfunktion endothelialer Vorlauferzellen kann bei- 
spieisweise in der gestorten Fahigkeit dieser Zellen zur Differenzie- 
rung zu Endothelzellen bestehen. Die Dysfunktion von endothelialen 
Vorlauferzellen kann auch bedingt sein durch deren gestorte Fahig- 
keit zur Adhaslon und/oder deren gestorte Fahigkeit zur Migration in 
Richtung eines angiogenen oder vaskulogenen Stinnulus. Solche 
Dysfunktionen von endothelialen Vorlauferzellen konnen dazu fuh- 
ren, dass beispieisweise die Neubildung von Endothelgewebe 
und/oder Vaskulogenese beeintrachtigt oder verhindert wird. Eine 
Dysfunktion von endothelialen Vorlauferzellen kann auch pathogen 
bedingt sein, beispieisweise durch Hypertonie, Hyperlipoproteinamie, 
erhohten ADMA- Blutspiegeln. Uramie oder Diabetes. Die Dysfunkti- 
on von endothelialen Vorlauferzellen kann sich beispieisweise in ei- 
ner vernninderten Produktion von NO (=EDRF) durch NO-Synthasen 
(NOS) aus L-Arginin, erhohter Endothelin-Produktion und/oder in 
einer verstarkten Produktion von Adhasionsmolekulen wie ICAM-1 
und VCAM-1 auBern. 

ErfindungsgemaR handelt es sich bei den Krankheiten, die mit einer 
Dysfunktion von endothelialen Vorlauferzellen im Zusammenhang 
stehen, insbesondere unn Hypercholesterinamie, Diabetes mellitus, 
Insulinresistenz, Endothel-vermittelte chronische EntzQndungser- 
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krankungen wie GefaKentzundungen, Endotheliose einschlieSlich 
Retikuloendotheliose, Atherosklerose, altersbedingte Herz-Kreislauf- 
Erkrankung, ischamische Erkrankungen der Extremitaten, Raynaud- 
Krankheit, Praeklampsie, schwangerschaftsinduzierte Hypertonie, 
chronische oder akute Niereninsuffizienz, insbesondere terminale 
Niereninsuffizienz, Nierenfunktionseinschrankungen mit glomerula- 
ren Filtrationsraten von 30 bis 80 ml/min, bevorzugt 40 bis 80 ml/min, 
Mikroalbuminurie, Proteinurle, erhShten ADMA-SpiegeIn Wundhel- 
lung sowie Folgeerkrankungen davon. 

Eine „Hypercholester!namie" ist durch erhShte Konzentrationen von 
Cholesterin im Blut gekennzeichnet. Die weitaus hSufigste Form der 
primaren Hypercholesterinamien ist die polygene Hypercholesteri- 
namie. SekundSre Hypercholsterindmien treten haufig bei Diabetes 
rnellitus, nephrotiscliem Syndrom, Hypothyreose und Lebererkran- 
kungen auf. 

Unter „Diabetes rnellitus" werden verschiedene Formen von Gluco- 
se-Stoffwechselstorungen mit unterschiedlicher Atiologie und Sym- 
ptomatik zusammengefasst. FQr die Entstehung vaskular bedingter 
diabetischer Komplikationen ist insbesondere das AGE-RAGE- 
System verantwortlich. AGEs (Advanced Glycation Endproducts) 
entstehen uber eine Reihe komplexer Reaktionen nach lang andau- 
ernder Exposition von Proteinen oder Lipiden mit reduzierenden Zu- 
ckern, beispielsweise Glucose. Die Bildung von AGEs findet wah- 
rend des normalen Alterungsprozesses sowie in gesteigertem MaSe 
bei Diabetes mellitus und Alzheimer-Krankheit statt. Ober die Bin- 
dung von AGEs kommt es zu oxidativem Stress, zur Aktivierung des 
Transkriptionsfaktors NF-kB und damit zu einer StQrung der endo- 
thelialen Homoostase. 
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Unter Jnsulinresistenz" versteht man die gestorte Signalubertragung 
in verschiedenen Korperzellen, die die physiologische Signalkaskade 
des Insulins ignorieren und betroffene Patienten so keinen nor- 
malen Glukosestoffwelchsel aufweisen. 

„Endothel-vernnittelte chronische Entzundungserkrankungen" sind 
Erkrankungen oder Zustande eines menschlichen oder tierischen 
Korpers, die auf einer Abwehrreaktion des Organismus und seiner 
Gewebe auf schadigende Reize beruhen, wobei bestimmte Signal- 
molekUIe die Eigenschaften von Endothelzellen verandern, so dass 
im Zusammenspiel nnit der Aktivierung anderer Zelltypen Leukozyten 
an den Endothelzellen haften bleiben, schlieRlich in das Gewebe 
eindringen und dort eine Entzundung auslosen. Ein Beispiel fiir eine 
Endothel-vermittelte Entzundung ist die leukozytische Vaskulitis. Ei- 
ne zentrale Rolle bei der Aktivierung eines Endothel-vermittelten ent- 
zundlichen Geschehens spielt der Transkriptionsfaktor NF-kB. Ein 
anderes System, dass zur Entstehung Endothelzell-vermittelter 
chronischer Entzundungen fuhrt, ist das AGE-RAGE-System. 

Unter „Endotheliose" werden degenerative und proliferative Endo- 
thelveranderungen bei der nicht-thrombopenischen Purpura verstan- 
den. Unter „Retikuloendotheliose" werden Krankheiten des retikulo- 
histiozytaren Systems, wie Retikulum, Retikulose, Retikulohistiozyto- 
se und Hand-Schuller-Christian-Krankheit verstanden, 

Unter „Raynaud-Krankheit" werden durch Vasokonstriktion, das heiSt 
GefaSkrampfe, bedingte, anfallartig auftretende Ischamiezustande 
meist an den Arterien der Finger verstanden. Die primare Raynaud- 
Krankheit ist eine rein funktionelle Storung der kleinen versorgenden 
GefaSe der Akren, wahrend der sekundSren Rynaud-Krankheit eine 
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andere Krankheit zugrunde liegt, beispielsweise eine GefaBentzun- 
dung. 

Die „Praeklampsie ist eine Endothel- und Gefasskrankheit des mut- 
terlichen Organismus und scheint die Auswirkung von endotheliotro- 
pen Substanzen aus der Plazenta zu sein. Die Praeklampsie ist eine 
Multisystem-Erkrankung, die zu Funktionsstorungen zahlreicher Or- 
gane fOhren und sich in vielfaltigen Symptomen auBern kann. Die fur 
die Erkrankung typischen Durchblutungsstorungen sind die Folge 
eines erhdhten GefaBwiderstandes, der lokal unterschiedlich ausge- 
pragt sein kann. Fur die Praeklampsie gilt als gesichert, dass eine 
endotheliale Dysfunktion zentraler Bestandteil der Pathogenese Ist. 

Unter „Niereninsuffizienz" wird irn Zusammenhang mit der vorliegen- 
. den Erfindung die eingeschrankte Fahigkeit der Nieren zur Aus- 
scheidung hampflichtiger Substanzen verstanden, wobei in fortge- 
schrittenen Stadien auch die Regulationsfahigkeit des Elektrolyt-^ 
Wasser- und Saure-Basen-Haushalts verloren geht. Die terminate 
Niereninsuffizienz ist durch einen Zusammenbruch der exkretori- 
schen und endokrinen Nierenfunktion gekennzeichnet 

Bei der Niereninsuffizienz kann es sich erfindungsgemaB um akute 
Niereninsuffizienz handein, die auch als akutes Nierenversagen, 
Schockniere oder Schockanurie bezeichnet wird. Akute Niereninsuf- 
fizienz ist durch einen plotziichen partielten oder totalen Verlust der 
exkretorischen Nierenfunktion als Folge eines meist reversiblen Nie- 
renschadens gekennzeichnet. Ursache konnen eine Minderperfusion 
durch Hypovolamie, Hypotonie und Dehydratation in Folge von Blut- 
verlusten (Polytrauma, gastrointestinale oder postpartale Blutung, 
groRe operative Eingriffe an Herz, GefaRen, Abdomen oder Prosta- 
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ta), Schock (Myokardinfarkt, Embolie), schwerer Infektionen (Sepsis, 
Peritonitis, Cholezystitis), Hamolyse (hamolytisch-uramisches Syn- 
drom, paroxysmale Hamoglobinurie, Transfusionszwischenfall), Myo- 
lyse (Crusli-Syndrom, Rhabdomyolyse, Myositis, Verbrennungen), 
Wasser- und Elektrolytverlusten (massives Erbrechen, Durchfalle, 
exzessives Schwitzen, Ileus, akute Pankreatldls). Weitere Ursachen 
konnen Nephrotoxine wis exogene Toxine, beispielsweise Anilln, 
Glykolverblndungen, Methanol und ahnliche, oder endogene Toxine, 
beispielsweise Myoglobin und Oxalate, sein. Weitere Ursachen fUr 
akute Niereninsuffizienz sind Nierenkrankheiten, beispielsweise ent- 
zQndliche Nephropatien oder AbstoSungsreaktionen nach Nieren- 
transplantation, sein. Akute Niereninsuffizienz kann auch durch eine 
Harnstauung in Folge von Harnabflussbehinderungen verursacht 
werden. Die erfindungsgemaSe Behandlung akuter Niereninsuffi- 
zienz mit, vorzugsweise niedrig dosiertem, Erythropoietin fuhrt erfln- 
dungsgemali zur Verhinderung oder zumindest zur Verminderung 
der Progression der akuten Niereninsuffizienz. 

Bei der Niereninsuffizienz kann es sich erfindungsgemaR auch um 
eine chronlsche Niereninsuffizienz handein, Ursachen der chroni- 
schen Niereninsuffizienz sind vaskulare, glomerulare und tubuloin-* 
terstitielle Nierenerkrankungen, Infektionen sowie angeborene oder 
erworbene Strukturdefekte. Ursachen der chronischen Niereninsuffi- 
zienz sind unter anderem chronische Glomerulopathie, chronische 
Pyelonephritis, Analgetika-Nephropathie, obstruktive Uropathie so- 
wie Arterio- und Arterlolosklerose. Die chronische Niereninsuffizienz 
geht terminal in die Uramie uber. Die erfindungsgemaBe Behandlung 
von chronischer Niereninsuffizienz mit niedrig dosiertem Erythropoie- 
tin fuhrt erfindungsgemaS zur Verminderung der Progression von 
chronischer Niereninsuffizienz. 



wo 2005/070450 



38 



PCT/EP2005/000618 



Insbesondere betrifft die Erfindung daher die Verwendung von vor- 
zugsweise niedrig dosiertem EPO zur Herstellung eines Arzneimittels 
zur Verhinderung, Verminderung oder Verlangsamung der Schadi- 
gung von Nierengewebe und/oder zur Regeneration von gescha- 
digtem Nierengewebe bei akuter oder chronischer Niereninsuffizienz. 

Unter Nierenfunktionseinschrankung werden erfindungsgennaS Zu- 
stande verstanden, bei denen die glomerulare Filtrationsrate 
80ml/min bereits unterschritten hat. Die Nierenfunktionseinschran- 
kung bezieht sich also auf die Fruhphase glomeruiarer, tubuloin- 
terstitieller sowie vaskularer Nierenerkrankungen. Die erfindungsge- 
ma&e Behandlung von Nlerenfunktionseinschrdnkungen mit niedrig 
dosiertem Erythropoietin fQhrt erfindungsgem3& zur Verminderung 
der Progression sowie zur Regeneration des einsetzenden Nieren- 
gewebe- und/oder -funktionsschadens. 

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung wird unter 
„Mikroalbuminurie" ein Krankheltsbild verstanden, bei dem betroffene 
Patienten eine unphysiologische Ausscheidung von Albumin Im Urin 
von mehr als 30mg/24h aufwelsen. Diese vermehrte Ausscheidung 
von Albumin geht als ein FrQhzelchen mit einer einsetzenden Nieren- 
funktionsverschlechterung einher und ist Folge erster pathologischer 
Umbauvorgange in der Niere, begleitet von strukturellen Verande- 
rungen der Nierenarchitektur, 

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung wird unter „Prote- 
inurie" ein Krankheitsbild verstanden, bei dem betroffene Patienten 
eine unphysiologische Ausscheidung von Proteinen von mehr als 
150mg/24h aufweisen. Diese vermehrte Ausscheidung von Protein 
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uber den Harn (>150mg/24h) gilt als pathologisch und bedarf der 
weiteren medizinischen Abklarung und Therapie. 

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung wird unter „hohen 
ADMA Werten" ein Krankheitsbild verstanden, bei dem betroffene 
Patienten eine unphysiologische hohe ADMA Blutkonzentratioenen 
von mehr als 1,3 jjmol/l aufweisen. Diese erhohte ADMA Konzentra- 
tlon geht mit einer endothelialen Dysfunktion einher und ist Folge 
metaboljscher Dysfunktionen im Abbau bzw. Ausscheidungsvorgan- 
gen diesem Molekuls. 

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung werden unter 
„Wundheilung" die physiologischen Vorgange zur Regeneration zer- 
storten Gewebes beziehungsweise zum Verschluss einer Wunde, 
Insbesondere die Neubildung von Bindegewebe und Kapillaren ver- 
standen. Bei der Wundheilung kann es sich um eine primare Wund- 
heilung (Sanatio per primam intentionem) handein, die durch einen 
raschen und komplikationslosen Verschluss und weitgehende Resti- 
tutio ad integrum infolge minlmaler Bindegewebeneubildung zwi- 
schen den gut durchbluteten und gegebenenfalls adaptierten Wund- 
randern einer sauberen Wunde gekennzeichnet ist Bei Wunden mit 
weiter auseinanderliegenden, insbesondere gequetschten oder 
nekrotischen Wundrandern beziehungsweise Wundinfektionen er- 
folgt eine verzogerte sekundare Wundheilung (Sanatio per secun- 
dam intentionem), bei der es infolge einer (a)bakteriellen Entzun- 
dung zur Auffullung des Gewebedefektes mit Granulationsgewebe 
und ausgedehnteren Bildung von Narbengewebe kommt. Die Epithe- 
lisierung vom Rand her bildet den Abschluss der Wundheilung. Die 
Wundheilung untergliedert sich in die drei Phasen, namlich Latenz- 
phase, Proliferationsphase und Reparationsphase. Die Latenzphase 
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wiederum untergliedert sich in die exsudative Phase mit Schorfbil- 
dung, insbesondere in den ersten Stunden nach Entstehung der 
Wunde, und die resorptive Phase mit l<ataboler Autolyse, die sich 
uber einen Zeitraum von ein bis drei Tagen nach Entstehung der 
Wunde erstreckt Die Proliferationsphase ist durch eine anabole Re- 
paration mit Bildung von Collagen durch Fibroblasten gekennzeich- 
net und tr'rtt am vierten bis siebten Tag nach Entstehung der Wunde 
auf. Ab dem achten Tag nach Entstehung der Wunde tritt die Repa- 
rationsphase auf, die durch Umwandlung des Granulationsgewebes 
in eine Narbe gekennzelchnet ist. 

Unter einer „Wunde" wird im Zusammenhang mit der vorliegenden 
Erfindung eine Unterbrechung des Zusammenhangs von Korperge- 
weben mit oder ohne Substanzverlust verstanden, die durch mecha- 
nische Verletzung oder physikalisch bedingte Zellschadlgung verur- 
sacht wird. Im Sinne der vorliegenden Erfindung wird eine Wunde 
auch als Krankheit bezeichnet. Wundformen sind mechanische 
Wunden, thermische Wunden, chemische Wunden, strahlenbeding- 
te Wunden und krankheitsbedingte Wunden. Mechanische Wunden 
entstehen durch auBere Gewalteinwirkung und treten vor allem als 
Schnitt- und Stichwunden, Quetsch-, Platz-, Riss- und SchQrfwun- 
den, Kratz- und Bisswunden und Schusswunden auf, Thermische 
Wunden entstehen durch Einwirkung von Hitze oder Kaite. Chemi- 
sche Wunden entstehen insbesondere durch Veratzung mit SSuren 
Oder Laugen, Strahlenbedingte Wunden entstehen beispielsweise 
durch Einwirkung aktinischer und ionisierender Strahlung. Krank- 
heitsbedingt auftretende Wunden sind insbesondere stauungsbe- 
dingte Wunden, traumatische Wunden, diabetische Wunden etc.. 
ErfindungsgemaB ist insbesondere vorgesehen, dass zur Wundhei- 
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lung niedrig dosiertes Erythropoietin vorzugsweise toplscli oder in- 
travenos appliziert wird. 

Die vorliegende Erfindung betrifft die Verwendung von niedrig dosier- 
tem Erythropoietin zur Therapie von Hypercholesterin§mie, Diabetes 
mellitus, Insulinresistenz, Endothel-vermittelten chronischen Entzun- 
dungserkrankungen, Endotheliose einschlieBlich Retikuloendothelio- 
se, Atherosklerose, altersbedingten Herz-Kreislauf-Erkrankungen, 
ischamischen Erkrankungen der Extremitaten, Praeklampsie, Ray- 
naud-Krankheit, Lebererkrankungen wie Hepatitis, Leberzirrhose, 
akutes oder chronisches Leberversagen, Knochen- und Knorpeler- 
krankungen oder -verletzungen, Schleimhauterkrankungen oder - 
verletzungen, insbesondere im gastrointestinalen Trakt, Morbus 
Crohn, Colitis ulcerosa, schwangerschaftsinduzierter Hypertonie, 
chronischer oder akuter Niereninsuffizienz, insbesondere terminaler 
Niereninsuffizienz, NierenfunktionselnschrSnkungen mit glomerul3- 
ren Filtrationsraten < 80ml/mln, insbesondere 30 bis 80 ml/min, be- 
vorzugt 40 bis 80 ml/min, Mikroalbuminurie, Proteinurie, erhohten 
ADMA- Spiegein, oder Wunden und Folgeerkrankungen davon. 

ErfindungsgemaR ist vorgesehen, dass Erythropoietin in einer thera- 
peutisch wirksamen Dosis an einen Patienten verabreicht wird, die 
ausreicht, den Zustand einer vorgenannten Krankheit, insbesondere 
einer Krankheit, die im Zusammenhang mit einer Dysfunktion von 
endothelialen Vorlauferzellen steht, zu heilen oder diesem Zustand 
vorzubeugen, die Progression einer solchen Krankheit zu stoppen 
und/oder die Symptome einer solchen Krankheit zu lindern. Die an 
einen Patienten zu verabreichende Dosis hangt von vielen Faktoren, 
beispielsweise dem Alter, KQrpergewicht und Geschlecht des Patien- 
ten, der Schwere der Erkrankungen usw, ab. 
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„Erfindungsgemafie Dosierung von EPO" 

ErfindungsgemaB bevorzugt wird Erythropoietin in alien Venwendun- 
gen, Verfahren und Zusammensetzungen der vorliegenden Lelire in 
geringen Mengen, die unterhalb der bekanntemnaBen eingesetzten 
l\/lengen fur die Therapie der renalen Anamie liegen, verwendet, wo- 
bei im Sinne der vorliegenden Lehre unter einer geringen oder nied- 
rigen Dosis oder Dosierung, insbesondere in vivo, d.h. pro Patient, 
EPO-Dosen von 1 bis 2000, vorzugsweise 20 bis 2000, Einheiten 
(lU; International Units)A/Voche, vorzugsweise Dosen von 20 bis 
1500 lU/Woohe, insbesondere Dosen von 20 bis 1000 lUA/Voche, 
insbesondere Dosen von 20 bis 950 lU/Woche, insbesondere Dosen 
von 20 bis 900 lUA/Voche, insbesondere Dosen von 20 bis 850 
lU/Woche, Insbesondere Dosen voti 20 bis 800 lU/Woohe, Insbe- 
sondere Dosen von 20 bis 750 lU/Woche, insbesondere Dosen von 
20 bis 700 lU/Woche, insbesondere Dosen von 20 bis 650 
lU/Woche, insbesondere Dosen von 20 bis 600 lU/Woche, insbe- 
sondere Dosen von 20 bis 550 lU/Woche, insbesondere Dosen von 
20 bis 500 iUAA/oche, insbesondere Dosen von 20 bis 450 
lU/Woche, insbesondere Dosen von 20 bis 400 lU/Woche, insbe- 
sondere Dosen von 20 bis 350 lU/Woche, insbesondere Dosen von 
20 bis 300 lUyWoche, insbesondere Dosen von 20 bis 250 
lU/Woche, Insbesondere Dosen von 20 bis 200 lU/Woche, insbe- 
sondere Dosen von 20 bis 150 lU/Woche je nach Schwere der Er- 
krankung und in Abhangigkeit von der Nlerenfunktion, verstanden 
werden. ErfindungsgemaR 1st auch vorgesehen Dosen von 1 bis 
450, vorzugsweise 1 bis 9 lU/Woche elnzusetzen. Bei alien vorste- 
henden erfindungsgemaB vorgesehenen Dosen, zum Beispiel von 1 
bis 2000 Einheiten (IU)/Woche und pro Patient, insbesondere zum 
Beispiel von 500 bis 2000 lU/Woche und pro Patient, handelt es sich 
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um subpolycythamische Dosen, das heiBt Dosen, die nicht zu einer 
Erhohung des Hamatokritwertes fuhren, insbesondere gegenuber 
dem Hamatokrit-Wert vor der Behandlung mit EPO zu keinem An- 
stieg des Hamatokrit-Wertes von mehr als 10 %, insbesondere 5 %, 
bevorzugt 2 % fuhren. Die erfindungsgemSB vorgeseiienen subpoly- 
cythdmischen Dosen entsprechen w5chentlichen Dosen von etwa 1 
bis 90 Einheiten (lU) EPO/kg Korpergewicht, insbesondere 1 bis 45, 
insbesondere 1 bis 30 lU EPO/kg Korpergewicht, insbesondere 1 bis 
20 lU EPO/kg KSrpergewicht, insbesondere 1 bis 15 lU EPO/kg Kor- 
pergewicht, insbesondere 1 bis 10 lU EPO/kg KSrpergewicht, insbe- 
sondere 1 bis 4 lU EPO/kg Korpergewicht, oder einer vergleichbaren 
Wochendosis Aranesp von 0,001 bis 0,4 pg/kg Korpergewicht, 0,001 
bis 0,3 pg/kg Korpergewicht, 0,001 bis 0,25 pg/kg Korpergewicht, 
0,001 bis 0,2 pg/kg Korpergewicht, 0,001 bis 0,15 pg/kg Korperge- 
wicht, 0,001 bis 0,1 pg/kg Korpergewicht, 0,001 bis 0,09 pg/kg KQr- 
pergewicht, 0,001 bis 0,08 pg/kg Korpergewicht, 0,001 bis 0,07 
pg/kg Korpergewicht, 0,001 bis 0,06 pg/kg Korpergewicht, 0,001 bis 
0,05 pg/kg Kdrpergewicht, 0,001 bis 0,04 pg/kg Kdrpergewicht, 
0,001 bis 0,03 pg/kg Kdrpergewicht, 0,001 bis 0,02 pg/kg Korperge- 
wicht, 0,001 bis 0,01 pg/kg KSrpergewicht, 0,001 bis 0,009 pg/kg 
Kdrpergewicht, 0,001 bis 0,008 pg/kg Kdrpergewicht, 0,001 bis 0,007 
pg/kg Kdrpergewicht, 0,001 bis 0,006 pg/kg Kdrpergewicht, 0,001 bis 
0,005 pg/kg Kdrpergewicht, 0,001 bis 0,004 pg/kg Kdrpergewicht, 
0,001 bis 0,003 pg/kg Kdrpergewicht, 0,001 bis 0,002 pg/kg Kdrper- 
gewicht. Bei Aranesp handelt es sich um ein doppelt PEG-yliertes 
EPO. 

ErfindungsgemaR besonders bevorzugt wird Erythropoietin in alien 
Verwendungen, Verfahren und Zusammensetzungen der vorliegen- 
den Lehre in geringen IVIengen, die unterhalb der bekanntermaSen 
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eingesetzten Mengen fur die Therapie der renalen Anamie liegen, 
verwendet, wobei im Sinne der vorliegenden Lehre unter einer gerin- 
gen oder niedrigen Dosis oder Dosierung, insbesondere in vivo, d.h. 
pro Patient, EPO-Dosen von 0,001 bis 90, vorzugsweise von 0,001 
bis 50 Einheiten (lU; International Units) ]e Kiiogramm Korpergewicht 
und Woche, insbesondere Dosen von 0,05 bis 45 lU/kg/Woche, ins- 
besondere Dosen von 0,05 bis 40 lU/kgAWoche, insbesondere Do- 
sen von 0,05 bis 35 lU/kg/Woche, Insbesondere Dosen von 0,05 bis 
33 lU/kg/Woche, insbesondere Dosen von 0,05 bis 31 lU/kg/Woche, 
insbesondere Dosen von von 0,05 bis 29 lU/kg/Woche, Insbesonde- 
re Dosen von 0,05 bis 27 lU/kg/Woche, Insbesondere Dosen von 
0,05 bis 25 lU/kg/Woche, Insbesondere Dosen von 0,05 bis 23 
lU/kg/Woche, insbesondere Dosen von 0,05 bis 21 lU/kg/Woche^ 
insbesondere Dosen von 0,05 bis 20 lU/kg/Woche, insbesondere 
Dosen von 0,05 bis 19 lU/kg/Woche, insbesondere Dosen von 0,05 
bis 17 lU/kgAA^oche, insbesondere Dosen von 0,05 bis 15 
lU/kg/Woche, insbesondere Dosen von 0,05 bis 13 lU/kg/Woche, 
Insbesondere Dosen von 0,05 bis 11 lU/kg/Woclie, insbesondere 
Dosen von 0,05 bis 9 lU/kg/Woche, insbesondere Dosen von 0,05 
bis 7 lU/kg/Woche, Insbesondere Dosen von 0,05 bis 5 
lU/kg/Woche, Insbesondere Dosen von 0,05 bis 3 lU/kg/Woche, Ins- 
besondere Dosen von 0,05 bis 1 lU/kg/Woche je nach Schwere der 
Erkrankung und In Abhangigkeit von der Nierenfunktlon, verstanden 
werden. ErfindungsgemaS 1st auch vorgesehen, Dosen von 0,001 
bis 20, vorzugsweise 0,05 bis 10 lU/kg/Woche einzusetzen. Bei alien 
vorstehenden erfindungsgennaB vorgesehenen Dosen, zum Beispiel 
von 0,01 bis 90 Einheiten (IU)/kg/Woche und pro Patient, insbeson- 
dere zum Beispiel von 0,01 bis 50 Einheiten lU/kg/Woche und pro 
Patient, handelt es sich um subpolyoythannische Dosen, das heilit 
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Dosen, die nicht zu einer Erhohung des Hamatokritwertes fOhren, 
insbesondere gegenuber dem Hamatokrit-Wert vor der Behandlung 
mit EPO zu keinem Anstieg des Hamatokrit-Wertes von mehr als 10 
%, insbesondere 5 %, bevorzugt 2 % fuhren. Die erfindungsgemaB 
vorgesehenen subpolycythamisohen Dosen entsprechen wochentli- 
chen Dosen von etwa 0,001 bis 90 Einheiten (lU) EPO/kg Korperge- 
wicht, insbesondere 0,001 bis 50, Insbesondere 0,001 bis 45 lU 
EPO/kg KSrpergewicht, insbesondere 1 bis 15 lU EPO/kg KSrperge- 
wicht, insbesondere 1 bis 10 lU EPO/kg Korpergewicht, insbesonde- 
re 1 bis 4 lU EPO/kg KSrpergewicht, oder einer vergleichbaren Wo- 
cfiendosis Aranesp von 0,000005 bis 0,45Mg je Kilogramm Korper- 
gewicht, 0,00025 bis ,250 pg/kg Korpergewicht, 0,00025 bis ,225 
pg/kg Korpergewicht, 0,00025 bis 0,2 [jg/kg Korpergewicht, 0,00025 
bis 0,175 pg/kg Korpergewicht, 0,00025 bis 0,165 pg/kg Korperge- 
wicht, 0,00025 bis 0,155 pg/kg Korpergewicht, 0,00025 bis 0,145 
pg/kg Korpergewicht, 0,00025 bis 0,135 pg/kg Korpergewicht, 
0,00025 bis 0,125 pg/kg Korpergewicht, 0,00025 bis 0,115 pg/kg 
Korpergewicht, 0,00025 bis 0,105 pg/kg Korpergewicht, 0,00025 bis 
0,095 pg/kg Korpergewicht, 0,00025 bis 0,085 pg/kg KSrpergewicht, 
0,00025 bis 0,075 pg/kg Korpergewicht, 0,00025 bis 0,065 pg/kg 
Korpergewicht, 0,00025 bis 0,055 pg/kg Korpergewicht, 0,00025 bis 
0,055 pg/kg Korpergewicht, 0,00025 bis 0,045 pg/kg Korpergewicht, 
0,00025 bis 0,035 pg/kg Korpergewicht, 0,00025 bis 0,025 pg/kg 
Korpergewicht, 0,00025 bis 0,015 pg/kg Korpergewicht. 0,00025 bis 
0,005 pg/kg Korpergewicht. Bei Aranesp handeit es sich um ein dop- 
pelt PEG-yliertes EPO. Die vorstehend genannten geringen Dosen 
zum Beispiel die Dosis von 0,001 bis 90 Einheiten/kg/Woche pro 
Patient, insbesondere zum Beispiel von 0,001 bis 50 Einhei- 
ten/kg/Woche und pro Patient, die erfindungsgemaS zur Behandlung 
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von Krankheiten oder Krankheitszustanden vorgesehen ist, die mit 
einer Dysfunktion endothelialer Vorlauferzellen einhergehen, ist im 
Vergleich zu der ubiicherweise zur Therapie renaler Anamie einge- 
setzten Anfangsdosis von 90-150 lU/kg Korpergewicht/Woche (in der 
Regel beglnnend mit 4000-8000 lUAA/oche, bei nicht befriedigendem 
Therapieergebnis jedoch auch wesentlich hoher) sehr niedrig. 

Die angegebenen Dosierungen sind, wenn nicht anders angegeben, 
wochentlich zu verabreichender Einmaldosen, kSnnen aber auch auf 
mehrere Einzeldosen in einer Woche verteilt werden, also als Mehr- 
fachdoslerung eingesetzt werden. 

Eine besonders bevorzugte Ausfuhrungsform der Erfindung betrifft 
die Verwendung von wie im voirstehenden Abschnitt „Erfindungsge^ 
mS&e Dosierung von EPO" definiertem niedrig dosiertem Erythropoi- 
etin und/oder dessen Derivaten als Wirkstoff zur Herstellung einer 
pharmazeutischen Zusammensetzung oder eines Arzneimittels zur 
Therapie von Krankheitszustanden oder Krankheiten, die mit einer 
Dysfunktion von endothelialen Vorlauferzellen im Zusammenhang 
stehen. 

ErfindungsgemaR wird unter einem „WirkstofF' ein korpereigener o- 
der korperfremder Stoff verstanden, der bei Kontakt mit ZielmolekQ- 
len oder Zielzellen oder Zielgeweben spezifische Funktionen von 
Geweben, Organen oder Organismen in differenzierter Weise beein- 
flusst. Erfindungsgemali ist also vorgesehen, dass Erythropoietin als 
Wirkstoff der erfindungsgemaBen pharmazeutischen Zusammenset- 
zung bei Kontakt mit endothelialen Vorlauferzellen deren Proliferati- 
ons-, Differenzierungs- und/oder Migrationsverhalten in einem 
menschlichen oder tierischen Organismus so beeinflusst, dass Dys- 
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funktionen von endothelialen Vorlauferzellen ausgeglichen und die 
infolge dieser Dysfunktionen auftretenden Krankheiten wirksam be- 
kampft, gelindert oder beseitigt warden konnen beziehungsweise 
diesen Krankheiten wirksam vorgebeugt werden kann, sowie dass 
der Einsatz von niedrig dosiertem Erythropoietin sowohl zur Organ- 
regeneration als auch zur Progressionsverlangsamung von Funkti- 
onseinschrankungen in unterschiedlichen Organen und Organsys- 
temen fuhrt. 

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung wird unter einer 
„pharmazeutischen Zusammensetzung" oder einem .Anzneimitter 
ein zu diagnostischen, therapeutischen und/oder prophylaktischen 
Zwecken verwendetes, also ein die Gesundheit eines menschlichen 
Oder tierischen Korpers fQrderndes oder wiederherstellendes Ge- 
misch verstanden, das mindestens einen natUrlichen oder synthe- 
tisch hergestellten Wirkstoff umfasst, der die therapeutische Wirkung 
hervorruft. Die pharmazeutische Zusammensetzung kann sowohl ein 
testes als auch ein flussiges Gemisch sein. Beispielsweise kann eine 
den Wirkstoff umfassende pharmazeutische Zusammensetzung ei- 
nen Oder mehrere pharmazeutisch vertragllche Komponenten enthal- 
ten. Daruber hinaus kann die pharmazeutische Zusammensetzung 
ubiicherweise auf dem Fachgebiet verwendete Zusatzstoffe, bei- 
spielsweise Stabilisatoren, Fertigungsmittel, Trennmittel, Spreng- 
mittel, Emulgatoren oder andere ubiicherweise zur Herstellung 
pharmazeutischer Zusammensetzung verwendete Stoffe umfassen. 

ErfindungsgemaS ist insbesondere die Verwendung von Erythropoie- 
tin in vorzugsweise niedriger Dosierung und/oder eines Derivats da- 
von als Wirkstoff zur Herstellung eines Arzneimittels zur Therapie 
von Hyperchofesterinamie, Diabetes mellitus, Insulinresistenz, Endo- 
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thel-vermittelten chronischen Entzundungserkrankungen wie GefaB- 
entzundungen, Endotheliose einschlieSlich Retikuloendotheliose, 
Atherosklerose, altersbedingter Herz-Kreislauf-Erkrankung, ischami- 
schen Erkrankungen der Extremitaten, Raynaud-Krankheit, Leberer- 
krankungen wie Hepatitis, Leberzirrhose, akutem oder chronlschem 
Leberversagen, Knochen- und Knorpelerkrankungen oder 
-verletzungen, Schleimhauterkrankungen oder -verletzungen, Insbe- 
sondere im gastrointestinalen Trakt, Morbus Crohn, Colitis ulcerosa, 
Praeklampsie, schwangerschaftsinduzierter Hypertonie, akuter oder 
chronlscher Niereninsuffizienz, insbesondere terminaler Niereninsuf- 
fizienz, Nierenfunktionseinschrankungen mit glomerularen Filtrations- 
raten < 80 ml/min, insbesondere 30, vorzugsweise 40, bis 80 ml/min, 
Mikroalbuminurie, Proteinurie, erhohten ADMA-SpiegeIn oder Wun- 
den sowie Folgeerkrankungen davon vorgesehen. 

Die erfindungsgemaSe pharmazeutische Zusammensetzung kann 
sowohl zur topischen als auch zur systemischen Verabreichung ge- 
eignet sein. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfindung ist vorgesehen, 
dass die pharmazeutische Zusammensetzung zur parenteralen, ins- 
besondere intravenosen, intramuskularen, intrakutanen oder subku- 
tanen Verabreichung verwendet wird. Vorzugsweise weist das E- 
rythropoietin enthaltende Arzneimittel die Form einer Injektion oder 
Infusion auf. 

In einer weiteren VenA^endung ist vorgesehen, dass die Erythropoie- 
tin enthaltende pharmazeutische Zusammensetzung oral verabreicht 
wird, Beispielsweise wird das Erythropoietin enthaltende Arzneimittel 
in einer flQssigen Darreichungsform wie einer Losung, Suspension 
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Oder Emulsion, oder einer fasten Darreichungsform wie einer Tablet- 
te verabreicht. 

In einer welteren Verwendung ist vorgesehen, dass die pliarmazeuti- 
sche Zusammensetzung zur pulmonalen Verabreichung oder zur 
Inhalation geeignet ist. ErfindungsgemaR ist also vorgesehen, dass 
Erythropoietin in therapeutisch wirksamer Weise direkt an die Lun- 
gen des Patienten verabreicht wird. Diese Form der Verabreichung 
von Erythropoietin ermogllcht eine schnelle Abgabe einer Erythro- 
poietin-Dosis an einen Patienten, ohne dass eine Injektion vorge- 
nommen werden muss. Bel Aufnahme von Erythropoietin uber die 
Lungen konnen erhebliche Erythropoietin-Mengen uber die Lunge an 
den Blutkreislauf abgegeben werden, was Im Blutkreislauf zu erhoh- 
ten Erythropoietin-Mengen fQhrt. In einer bevorzugten Ausfuhrungs- 
form der Erfindung handelt es sich bei der uber die Lunge aufzu- 
nehmenden pharmazeutischen Zusammensetzung um eine wassrige 
Oder nichtwassrige Losung oder um ein Trockenpulver. Bei Vorliegen 
des pulmonal zu verabreichende, Erythropoietin enthaltenden Arz- 
neimittel in Form eines Trockenpulvers umfasst dieses vorzugsweise 
Erythropoietin-enthaltende Partikel, wobei die Partikel einen Durch- 
messer von weniger als 10 |jm aufweisen, so dass das Medikament 
auch distale Bereiche der Lunge des Patienten erreichen kann. In 
einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfindung ist 
vorgesehen, dass das pulmonal zu verabreichende Medikament in 
Form eines Aerosols vorliegt. 

Eine besonders bevorzugte AusfDhrungsform der Erfindung betrifft 
die VenA^endung von Erythropoietin zur Herstellung einer pharma- 
zeutischen Zusammensetzung zur Therapie von Krankheiten, die mit 
einer Dysfunktion von endothelialen Vorlauferzellen im Zusammen- 
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hang stehen, wobei die pharmazeutische Zusammensetzung neben 
Erythropoietin als Wirkstoff mindestens einen weiteren zusatziichen 
Wirl<stoff zur Stimulierung von endothelialen Vorlauferzellen enthait. 

Vorzugsweise handelt es sich bei dam weiteren Wirlcstoff urn einen 
Wirkstoff, der insbesondere die physiologische Mobilisierung endo- 
theiialer Vorlauferzellen aus dem Knochenmark oder „anderen 
Stammzell"- Nischen stimuliert. ErfindungsgemSS kann es sich bei 
dem weiteren Wirkstoff aber auch urn einen Wirkstoff handein, der 
insbesondere das Teilungsverhalten, also die Proliferation endotheli- 
aler Vorlauferzellen stimuliert. ErfindungsgemaB besteht jedoch auch 
die Mdglichkeit, dass der weitere Wirkstoff insbesondere das Diffe- 
renzierungsverhalten und/oder das Migrationsverhalten endothelialer 
Vorlauferzellen stimuliert. Besonders bevorzugt handelt es sich bei 
dem weiteren, endotheliale Vorlauferzellen stimullerenden Wirkstoff : 
um VEGF, PIGF, GM-CSF, einen HMG-CoA-Reduktase-lnhlbitor. 
insbesondere ein Statin wie Simvastatin, Mevastatin oder Atorvasta- 
tln, einen ACE-Hemmer wie Enalapril, Ramipril oder Trandoiapril, 
einen AT-1 -Blocker wie Irbesartan, Lorsartan oder Olmesaratan 
und/oder einen NO-Donator, insbesondere L-Arginin. 

ErfindungsgemaR ist auch vorgesehen, dass der mindestens eine 
weitere Wirkstoff insbesondere ausdifferenzierte Endothelzellen, das 
heiBt deren Proliferation und/oder Migration stimuliert, nicht jedoch 
endotheliale Vorlauferzellen. Besonders bevorzugt handelt es sich 
dabei um bFGF (basic fibroblast growth factor) oder Angiogenin. 

Eine weitere Ausfiihrungsform der Erfindung betrifft die Ven^/endung 
von Erythropoietin und/oder Derivaten davon als Wirkstoff zur Her- 
stellung einer pharmazeutischen Zusammensetzung zur Stimulie- 
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rung endothelialer Vorlauferzellen, insbesondere zur Stimulierung 
der Mobilisierung, Proliferation, Differenzierung zu Endotheizellen 
und/oder zur Migration in Richtung eines vaskuiogenen oder angio- 
genen Stimulus. ErfindungsgemaB ist weiterhin die Verwendung von 
Erythropoietin und/oder dessen Derivaten als Wirkstoff zur Herstel- 
lung einer pharmazeutischen Zusammensetzung zur Stimulierung 
von Vaskulogenese und/oder Endothelbiidung, insbesondere im a- 
dulten mensohliclien oder tierischen Organismus vorgesehen. 

Die vorliegende Erfindung betrifft dalier auch pliarmazeutische Zu- 
sammensetzungen zur Stimulierung von endothelialen Vorlauferzel- 
len, insbesondere zur Stimulation von deren Mobilisierung, Prolifera- 
tion, Differenzierung zu Endotheizellen und/oder Migration in Rich- 
tung eines vaskuiogenen oder angiogenen Stimulus, zur Stimulation 
der Vaskulogenese und/oder Endothelbiidung und zur Behandlung 
von Krankheiten des menschlichen oder tierischen KSrpers, die mit 
einer Dysfunktion von endothelialen Vorlauferzellen und/oder Endo- 
theizellen im Zusammenhang stehen. Insbesondere betrifft die vor- 
liegende Erfindung pharmazeutische Zusammensetzungen oder 
Arzneimittel, die Erythropoietin als Wirkstoff und mindestens einen 
weiteren Wirkstoff zur Stimulation von endothelialen Vorlauferzellen 
und/oder ausdifferenzierten Endotheizellen umfassen. In bevorzugter 
Ausfuhrungsform betrifft die vorliegende Erfindung pharmazeutische 
Zusammensetzungen, die Erythropoietin und mindestens einen wei- 
teren Wirkstoff ausgewahit aus der Gruppe bestehend aus VEGF, 
PIGF, GM-CSF, einen HMG-CoA-Reduktase-lnhibitor, insbesondere 
ein Statin wie Simvastatin, Mevastatin oder Atorvastatin, einen ACE- 
Hemmer wie Enalapril, Ramipril oder Trandolapril, einen AT-1- 
Blocker wie Irbesartan, Lorsartan oder Olmesaratan, einen NO- 
Donator, insbesondere L-Arginin, bFGF und Angiogenin umfassen. 
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Eine weitere bevorzugte Ausfuhrungsform der Erfindung betrifft die 
Verwendung von Erythropoietin zur Herstellung eines transplantier- 
baren Endothelzeli-Praparates. ErfindungsgemaB ist dabei insbe- 
sondere vorgesehen, dass Endothelzellen in vitro durch Kultivierung 
endothelialer Vorlauferzellen In Gegenwart von Erythropoietin herge- 
stellt und anschlieUend in einen Empfangerorganismus, insbesonde- 
re einen Organismus, der an einer Krankheit leidet, die im Zusam- 
nnenhang mit einer Dysfunlction von endothelialen Vorlauferzellen 
steht, transplantlert werden. Beispielsweise kOnnen mononukleare 
Zelien (MNC) aus Blut mittels Dichtegradienten-Zentrifugation isoliert 
und in geeigneten Kulturmedien in vitro kultiviert werden. Verfahren 
zur Isolierung und in vitro-Kultivierung mononuklearer Zellen sind 
beispielsweise in Asahara, Science, 275 (1997), 964-967; Dimmeier 
et al., J. Clin. Invest, 108 (2001), 391-397, und Llevadot et a!., J. 
Clin. Invest., 108 (2001), 399-405, beschrieben. AnschlieSend wer- 
den die mononuklearen Zellen in Gegenwart von Erythropoietin wei- 
ter kultiviert, um die in den MNCs enthaltenen endothelialen Vorlau- 
ferzellen bezQglich ihres Proliferations- und Differenzierungsverhal- 
tens zu stimulieren und insbesondere die Anzaht differenzierter ad- 
harenter Endothelzellen zu erhohen. ErfindungsgemaB 1st auch vor- 
gesehen, dass die Kultivierung der MNCs in Gegenwart von Erythro- 
poietin und mindestens einer weiteren Substanz, die die Proliferation 
und Differenzierung endothelialer Vorlauferzellen stimuliert, erfolgt. 
Besonders bevorzugt wird als weitere Substanz VEGF, PIGF, GM- 
CSF, ein NO-Donator wie L-Arginin, einen ACE-Hemmer wis Ena- 
lapril, Ramipril oder Trandolapril, einen AT-1 -Blocker wie Irbesartan, 
Lorsartan oder Olmesaratan oder ein HMG-CoA-Reduktase-lnhibitor 
wie ein Statin, insbesondere Simvastatin, Mevastatin oder Atorvasta- 
tin, eingesetzt. 
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In einer weiteren bevorzugten Anwendungsform der Erfindung war- 
den endotheliale Vorlauferzellen zeitgleich mit anderen zelltherapeu- 
tischen einsetzbaren Zellpopulationen, wie Hepatozyten, Myocyten, 
Cardiomyocyten oder Inselzellen, entsprechenden Patienten appli- 
ziert unter vorheriger Inkubation mit niedrig dosiertenn Erythropoietin 
in vitro und/oder lol<aier sowie systemisclier Applikation von niedrig 
dosiertem Erythropoietin in vivo, um so das Einheilen der zellthera- 
peutischen Gewebszellen mit suffizienter Anbindung an das GefSS- 
system sicherzustellen. 

Eine weitere bevorzugte Anwendungsform der Erfindung betrifft auch 
die Verwendung von Erythropoietin zur Herstellung einer pharma- 
zeutischen Zusammensetzung oder eines Kits fur die sequenzieile, 
zeitlich aufeinanderfolgende oder gleichzeitige Gabe von niedrig do- 
siertem Erythropoietin sowie einer oder mehrerer anderer chemi- 
scher, thermischer, mechanischer sowie biologischer Agenzien, um 
bestimmte Orte des Korpers eines Patienten, zum Beispiel Implanta- 
tionszielorte zu mobilisieren, um die Zahl und Funktion endothelialer 
Vorlauferzellen zu erhohen und/oder die Regeneration beziehungs- 
weise Progressionsverlangsamung von Gewebeschaden herbeizu- 
fuhren. Hierbei kann es sich bei den mechanischen Agenzien um 
zum Beispiel Endoprothesen, bevorzugt um Implantationskorper zum 
Beispiel fOr den Zahn, Knochen oder Band/Sehnenersatz, handeln. 
Ferner kann es sich bei den biologischen Agenzien um solide Orga- 
ne, wie Leber, Niere, Herz, Pankreas oder Haut handeln oder auch 
um Haarimplantate. Die Erfindung sieht also vor, dass EPO insbe- 
sondere in niedrig dosierter Weise verwendet wird, um gleichzeitig, 
anschlieBend oder vorab implantlerte mechanische Agenzien wie 
Endoprothesen oder biologische Agenzien besser, schneiler und 
effizienter in die umgebende Korperstruktur einwachsen, bezie- 
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hungsweise integrieren zu lassen. Die Erfindung betrifft daher auch 
die Verwendung von Erythropoietin zur Herstellung einer pharma- 
zeutischen Zusamnnensetzung oder eines Kits fur die Verbesserung, 
insbesondere zur Forderung und/oder Beschleunigung, der Integra- 
tion von biologischen Agenzien oder Endoprothesen in umgebende 
Korperstrukturen, insbesondere von Zahnen, Zahnersatz, Zahnimp- 
lantaten oder sonstigen Endoprothesen, wie Knochenersatz, Kno- 
chenimplantaten, insbesondere HQftgelenkprothesen oder 
Band/Sehnenersatz, wie z.B. Kreuzbander. Gegebenenfalls kann 
dabei vorgesehen sein, das Erythropoietin zusammen mit zellthera- 
peutisch geeigneten Zellpopulationen und/oder endothellalen Voriau- 
ferzellen zu venA^enden. In der vorgenannten Verwendung von E- 
rythropoietin zur Herstellung einer pharmazeutischen Zusamnnenset- 
zung Oder eines Kits fur die Verbesserung, Insbesondere Forderung 
und/oder Beschleunigung der Integration von biologischen oder me- 
chanischen Agenzien in Zielstrukturen, insbesondere Zielgewebe, 
Zielknochen oder Zielknorpel eines Patienten, kann in einer weiteren 
bevorzugten Ausfiihrungsform vorgesehen sein, dass die einzuset- 
zenden mechanischen Agenzien, zum Beispiel aus Stahl, Keramik, 
Kunststoff Oder einem sonstigen Material hergestellt sind. Daruber 
hinaus kann vorgesehen sein, dass in der genannten Verwendung 
als zelltherapeutisch geeignete Zellpopulationen, Osteoblasten. Zel- 
len mit osteogenem Potential, Thrombozyten, Blutzellen oder ahnlich 
eingesetzt werden. In weiterer bevorzugter Ausfuhrungsform kann 
vorgesehen sein, dass insbesondere das einzusetzende mechani- 
sche Agens zusammen mit organischem Klebstoff, zum Beispiel ei- 
nem Fibrinkieber in der pharmazeutischen Zusammensetzung oder 
dem pharmazeutischen Kit enthalten sind. 
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In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrung der Erfindung ist die Ver- 
wendung von Erythropoietin oder geeigneter Wirkstoffe zur topi- 
schen Anwendung im Sinne der „Schonheitspflege", insbesondere 
der Prophylaxe beziehungsweise zeitnahen Reduktion von Falten 
und Faltchen, Starkung des Bindegewebes, Schutz sowie Straffung 
der Haut, insbesondere der Gesichtshaut, gegen sohadliohe Umwelt- 
faktoren und als Make up-Unterlage vorgesehen, Duch die toplsche 
Anwendung von Erythropoietin soli der Entstehung und Weiter- 
entwicklung von Altersflecken entgegengewirkt werden, das Hautbiid 
verfeinert, sowie der Erneuerungsprozess der l-laut, bevorzugt durch 
eine beschleunigte Reepithelialisierung aber auch das Haarwachs- 
turn unterstutzt werden. 

In einer weiteren Anwendungsform ist die Gabe von niedrig dosier- 
tem Erythropoietin in Anpassung an dessen circadianen Rhythmus 
vorgesehen. Die endogene Erythropoietinproduktion besitzt ihre 
Akrophase (Tagesmaximum) am spaten Nachmittag, daher solite die 
Gabe von niedrig dosiertes Erythropoietin vorzugsweise vormittags, 
insbesondere zwischen 6:00 und 10:00 erfolgen, urn so einen maxi- 
malen biologischen Effekt zu erzielen. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfindung ist die 
Verwendung von niedrig dosiertem Erythropoietin zur Vorbehand- 
lung und/oder Weiterbehandlung von zu transplantierenden Gewe- 
ben Oder Organen vorgesehen, Dabei werden die Transplantate vor 
der Transplantation, vorzugsweise unmittelbar davor, noch im Spen- 
derorganismus mit niedrig dosiertem Erythropoietin behandelt. Der 
Empfangerorganismus kann ebenfalls mit niedrig dosiertem Erythro- 
poietin vom Zeitpunkt der Transplantation an behandelt werden. 
Durch diese Behandlung der zu transplantierenden Organe oder 
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Gewebe sowohl direkt vor als auch nach Transplantation mit E- 
tythropoietin wird erfindungsgemaB erreicht, dass sich in denn 
Transplantat nach erfolgter Transplantation in einen Korper aufgrund 
der induzierten Vaskulogenese schnell neue BlutgefaSe bilden und 
diese neu gebildeten Blutgefalie schnell mit dem Blutsystem des 
Empfangerorganismus verbunden werden. Ebenfalls wird auf diese 
Weise schnell die Biidung von Endothelien erreicht. Die Behandlung 
von Organ- oder Gewebetransplantaten mit niedrig dosiertem E- 
rythropoietin bewirkt somit ein schnelleres Einwachsen dieser Sys- 
teme in den Korper, wodurch das Risiko einer AbstoBung erheblich 
vermindert wird. Daruber hinaus wird durch die Gabe von niedrig 
dosiertem Erythropoietin die Organregeneration stimuliert. 

In einer weiteren Ausgestaltung der Erfindung ist vorgesehen, dass 
die Organ- oder Gewebetransplantate vor Transplantation mit niedrig 
dosiertem Erythropoietin in Kombination mit mindestens einem wei- 
teren Faktor, der endothelials Vorlauferzellen stimuliert, behandelt 
werden. Vorzugsweise handelt es sich bei diesem Faktor urn eine 
Substanz ausgewahit aus der Gruppe bestehend aus VEGF, PIGF, 
GM-CSF, einem HMG-CoA-Reduktase-lnhibitor, beispielsweise ein 
Statin, insbesondere Simvastatin, Mevastatin oder Atorvastatin, ei- 
nen ACE-Hemmer wie Enalapril, Ramipril oder Trandolapril, einen 
AT-1 -Blocker wie Irbesartan, Lorsartan oder Olmesaratan oder einen 
NO-Donator, insbesondere L-Arglnin. In einer weiteren Ausgestal- 
tung ist vorgesehen, dass die Organ- oder Gewebetransplantate vor 
Transplantation neben Erythropoietin mit einer weiteren Substanz, 
die die Proliferation und Migration ausdifferenzierter Endothelzellen 
stimuliert, behandelt werden. Besonders bevorzugt handelt es sich 
bei dieser Substanz um Angiogenin oder bFGF. In einer weiteren 
Ausgestaltung ist vorgesehen, dass die Vorbehandlung der Organ- 
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Oder Gewebetransplantate mit Erythropoietin unter Verwendung iso- 
lierter und gegebenenfalls in vitro expandierter endothelialer Vorlau- 
ferzellen erfolgt. 

In einer weiteren besonders bevorzugten AusfQhrungsform der Er- 
findung ist vorgesehen, dass niedrig dosiertes Erythropoietin zur 
Herstellung von implantierbaren oder transplantierbaren, zellhaltigen 
in vitro-Organen oder -Geweben verwendet wird. Erfindungsgemali 
Ist insbesondere vorgesehen, dass das in vitro hergestellte Organ 
Oder Gewebe vor der Transplantation oder Implantation mit niedrig 
dosiertem Erythropoietin in vitro behandelt wird, um die im Korper 
des Empfangerorganismus vorhandenen endothellaien Vorlauferzel- 
len, insbesondere deren physiologlsche Mobilisierung, Migration, 
Proliferation und Differenzierung, zu stimulieren. Vorzugswelse wird 
der Empfangerorganismus nach Transplantation beziehungsweise 
Implantation des in vltro-^Organs oder -Gewebes welter mit niedrig 
dosierten Erythropoietin in den erfindungsgemaRen Dosen be- 
handelt. Durch die Behandlung des in vitro-Organs- oder Gewebes 
vor Transplantation beziehungsweise Implantation mit Erythropoietin 
und gegebenenfalls die Nachbehandlung des Empfangerorganismus 
mit Erythropoietin wird erfindungsgemali erreicht, dass sich in dam In 
vltro-Organ- oder -Gewebesystem nach erfolgter Transplantation 
Oder Implantation in einen K6rper aufgrund der induzierten Vaskulo- 
genese schnell neue Blutgefal^e bilden und diese neu gebiideten 
Blutgefal^e schnell mit dem Blutsystem des Empfangerorganismus 
verbunden werden. Ebenfalls wird auf diese Weise schnell die Bil- 
dung von Endothelien und damit eine Reendothelialisierung erreicht. 
Die Behandlung der in vitro-Organ- oder -Gewebesysteme mit nied- 
rig dosiertem Erythropoietin bewirkt somit ein schnelleres Einwach- 
sen dieser Systeme in den Korper, wodurch das Risiko einer Absto- 
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Rung erheblich vermindert wird, und dient der Protektion des Trans- 
plantats. 

Unter einem „in vitro-Organ- Oder -Gewebesystem" wird ein trans- 
plantierbares oder implantierbares zellhaltiges Gewebe oder Organ 
verstanden, das in vitro unter Verwendung definierter Zellen 
und/oder definierter Gewebe und unter definierten Kulturbedingun- 
gen hergestellt wird. Unter einem „implantierbaren in vitro-Organ- 
oder -Gewebesystem" wird ein System verstanden, das neben Zellen 
korperfremde Materialien umfasst. Unter einem „transplantierbaren 
in vitro-Organ- oder -Gewebesystem" wird insbesondere ein zellhalti- 
ges System verstanden, das neben Zellen, Geweben oder Organen 
des gleichen oder eines anderen Indivlduums korpereigene Sub- 
stanzen enthalt. In vitro-Organe oder -Gewebe sind insbesondere 
dadurch gekennzeichnet, dass sie bezuglich ihres Aufbaus weitge- 
hend den nativen zu ersetzenden Organen oder Geweben entspre- 
chen und somit die Funktion der ersetzten nativen Organe oder Ge- 
webe in vivo ubernehmen konnen. 

In einer erfindungsgemd&en Ausgestaltung ist vorgesehen, dass die 
in vitro-Organ- oder -Gewebesysteme vor Transplantation bezie- 
hungsweise Implantation mit Erythropoietin in Kombination mit min- 
destens einem weiteren Faktor, der endotheliale Voriauferzellen sti- 
muliert, behandelt werden. Vorzugsweise handelt es sich bei diesem 
Faktor um eine oder mehrere Substanzen ausgewahit aus der Grup- 
pe bestehend aus VEGF, PIGF, GM-CSF, einen HMG-CoA- 
Reduktase-lnhibitor, insbesondere Simvastatin, Mevastatin oder A- 
torvastatin, einen ACE-Hemmer wie Enalapril, Ramipril oder Trando- 
lapril, einen AT-1 -Blocker wie Irbesartan, Lorsartan oder Olmesara- 
tan, und einem NO-Donator. In einer weiteren Ausgestaltung ist vor- 
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gesehen, dass die in vitro-Organ- oder -Gewebesysteme vor Trans- 
plantation beziehungsweise Implantation neben Erythropoietin mit 
einer weiteren Substanz, die die Proliferation und Migration ausdiffe- 
renzierter Endothelzellen stimuliert, behandelt werden. Besonders 
bevorzugt handelt as sich be! dieser Substanz um Angiogenin oder 
bFGF. In einer weiteren Ausgestaltung ist vorgesehen, dass die in 
vitro-Organ- oder -Gewebesysteme zusatziich isolierte und gegebe- 
nenfalls in vitro expandierle endotheliale VorlSuferzeilen enthalten, 

Eine weitere bevorzugte AusfQhrungsform der Erfindung betrifft die 
Verwendung von niedrig dosiertem Erythropoietin zur Herstellung 
von GefaSprothesen oder Herzklappen, wobei die GefSSprothesen 
Oder Herzklappen vor Insertion in einen Korper, insbesondere einen 
menschlichen KSrper, mit Erythropoietin beschichtet werden. Durch 
die Beschichtung der Gefa&prothesen oder Herzklappen mit E- 
rythropoietin wird erreicht, dass endotheliale Voriauferzellen im KSr- 
per des Empfangerorganismus stimuliert werden, wobei insbesonde- 
re ihre Mobilisierung aus dem Knochenmark, ihre Proliferation, ihre 
Differenzierung zu Endothelzellen und ihre Migration zu den einge- 
setzten GefaBprothesen oder Herzklappen stimuliert werden. Nach 
EinfQhrung der so hergestellten GefaRprothese oder Herzklappen in 
einen KSrper kann dieser mit Erythropoietin, insbesondere in den 
erfindungsgemafien Dosen, weiterbehandelt werden. Dadurch be- 
dingt, kommt es schneller zu einer Ausbildung von Endothelschich- 
ten auf den eingesetzten GefSUprothesen und zu einem schnelleren 
Einwachsen in die betroffenen Korperbereiche. In einer bevorzugten 
Ausgestaltung ist vorgesehen, dass zur Beschichtung der GefaRpro- 
thesen und Herzklappen zusatziich isolierte und gegebenenfalls in 
vitro expandierte endotheliale Vorlauferzeilen eingesetzt werden. 
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Die vorliegende Erfindung betrifft ebenfalls ein Verfahren zur Stimu- 
lation der Endothelzell-Bildung in vitro, umfassend 

a) die Isolierung endotheliale Vorlauferzellen enthaltender Zell- 
populationen aus Blut mittels Diclitegradienten-Zentrifugation, 

b) die Kultivierung der isolierten, endotheliale Vorlauferzellen 
enthaltenden Zellpopulationen in Zellkulturmedium, und 

c) die Kultivierung der Zellpopulationen in Gegenwart von niedrig 
dosiertem Erythropoietin. 

ErfindungsgemaB kann die Kultivierung der Zellpopulationen In Ge- 
genwart einer weiteren Substanz, die endotheliale Vorlauferzellen 
stimuliert, erfolgen. 

Dle vorliegende Erfindung betrifft ferner eIn Verfahren zur Behand- 
lung von Krankheiten, die mit eIner Dysfunktlon von endothelialen 
Vorlauferzellen im Zusammenhang stehen, durch Verabreiohung von 
Erythropoietin in einer geringen Dosis wie im Absatz „Erfindungsge- 
maSe Doslerung von EPO" eriautert, allein oder in Kombination mit 
mindestens einem anderen chemischen, thermischen, mechani- 
schen sowie biologischen Agenzien an einen Patienten mit einer sol- 
chen Krankheit. Das erfindungsgemaRe Verfahren ist insbesondere 
zur Behandlung von Krankheiten des menschlichen Korpers wie Hy- 
percholesterlnamie, Diabetes mellitus, Insulin reslstenz, Endothel- 
vemnittelten ohronlschen EntzOndungserkrankungen wie GefSRent- 
zQndungen, Endotheliose eInschlieSllch Retikuloendothellose, Athe- 
rosklerose, altersbedingter Herz-Kreislauf-Erkrankung, ischamischen 
Erkrankungen der Extremitaten, Raynaud-Krankhelt, Lebererkran- 
kungen wie Hepatitis, Leberzirrhose, akutes oder chronisches Leber- 
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versagen, Knochen- und Knorpelerkrankungen oder -verletzungen, 
Schleimhauterkrankungen oder -verletzungen, insbesondere im 
gastrointestinalen Trakt, Morbus Crohn, Colitis ulcerosa, Pra- 
eklampsie, schwangerschaftsinduzierter Hypertonie, akuter oder 
chronischer Niereninsuffizlenz, insbesondere terminaler Niereninsuf- 
fizienz, Nierenfunktionseinschrankungen mit glonmeruiaren Filtrations- 
raten < 80 ml/min, insbesondere 30 bis 80, bevorzugt 40 bis 80 
ml/min Mikroalbuminurie, Proteinurie, erhohten ADIVIA-SpiegeIn oder 
Wunden sowie Folgeerkrankungen geeignet. 

In einer bevorzugten AusfQhrungsform des erfindungsgemafien Ver- 
fahrens zur Behandlung von Krankiieiten, die mit einer Dysfunktion 
von endothelialen Voriauferzellen im Zusammenhang stehen, ist 
vorgesehen, dass dem Patienten neben Erytliropoietin mindestens 
ein weiterer Wirkstoff ausgewShlt aus der Gruppe bestehend aus 
VEGF, PIGF, GM-CSF, einem HMG-CoA-Reduktase-lnhibitor und 
einem NO-Donator verabreicht wird. Vorzugsweise handelt es sich 
bei dem verabreichten HMG-CoA-Reduktase-lnhibltor um ein Statin 
wie Simvastatin, Mevastatin oder Atorvastatin. Bei dem verabreich- 
ten ACE-Hemmer handelt es sich um einen Wirkstoff wie Enalapril, 
Ramipril oder Trandoiapril, bei dem verabreichten AT-1 Blocker um 
Wirkstoffe wie Irbesartan, Lorsartan oder Olmesaratan. Bei dem ver- 
abreichten NO-Donator handelt es sich vorzugsweise um L-Arginin. 

In einer weiteren bevorzugten AusfQhrungsform des erfindungsge- 
malSen Verfahrens zur Behandlung von Krankheiten, die mit einer 
Dysfunktion von endothelialen Voriauferzellen im Zusammenhang 
stehen, ist vorgesehen, endotheliale Voriauferzellen aus dem Blut 
eines menschlichen Organismus zu isolieren, unter Verwendung von 
niedrig dosiertem Erythropoietin in vitro zu expandieren und zu En- 
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dothelzellen zu differenzieren und nach Aufreinigung und Isolierung 
der ausdifferenzierten Endothelzellen beziehungsweise der sich dif- 
ferenzierenden endothelialen Vorlauferzellen diese anschlieBend 
gezielt in einen Korperbereich, ein Gewebe oder ein Organ eines 
Patienten zu transplantieren, der/das aufgrund der Dysfunktion en- 
dothelialer Vorlauferzellen und/oder Endothelzellen geschadigt ist, 
um dort eine lokale Endothel-Neublldung zu induzieren. Auf diese 
Weise ist eine gezieltere und schnellere Behandlung der geschddig- 
ten KOrperbereiche, Gewebe und/oder Organe des Patienten m6g- 
lich. Diese Ausftihrungsform des erfindungsgemalSen Verfalirens zur 
Behandlung von Krankheiten, die mit einer Dysfunktion von endothe- 
lialen Vorlauferzellen im Zusammenhang stehen, umfasst die fol- 
genden Schritte: 

a) die Isolierung endotheliale Vorlauferzellen enthaltender Zell- 
populationen aus Blut mittels Dichtegradienten — ^Zentrifugation, 

b) die Kultivierung der endotheliale Vorlauferzellen enthaltenden 
Zellpopulationen in Zellkulturmedium, 

c) die Kultivierung der endotheliale Vorlauferzellen enthaltenden 
Zellpopulationen in Gegenwart von niedrig dosiertem Erythropoietin 
zur Stimulation der Proliferation endothelialer Vorlauferzellen 
und/oder deren Differenzierung zu Endothelzellen, 

d) die Isolierung und Aufreinigung der ausdifferenzierten Endo- 
thelzellen, und 

e) die Transplantation der ausdifferenzierten Endothelzellen in 
einen Korper mit einer Krankheit, die mit einer Dysfunktion von endo- 
thelialen Vorlauferzellen im Zusammenhang steht. 
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Nach Transplantation der ausdifferenzierten Endothelzellen in einen 
Korper kann dieser mit Erythropoietin, insbesondere in den erfin- 
dungsgemaU vorgesehenen niedrigen Dosen, das heiBt in den im 
Abschnitt „Erfindungsgemalie Dosierung von EPO" definierten Do- 
sen von zum Beispiei 1, vorzugsweise 0,001 bis 90 lU/kgAA/oche 
Oder 20 bis 2000 lU/Woche, weiterbehandelt warden. 

ErfindungsgemaB kSnnen die endotheliale Voriauferzellen enthal- 
tenden Zellpopulationen in vitro In Gegenwart mindestens eines wei- 
teren Wirkstoffes ausgewalilt aus der Gruppe bestehend aus VEGF, 
PIGF. GM-CSF, einem HMG-CoA-Reduktase-lnhlbitor, einem ACE- 
Hemmer, einem AT-1 Blocker und einem NO-Donator kultlvlert wer- 
den. Vorzugsweise handelt es sich bel dem zur Kultivierung venwen- 
deten HMG-CoA-Reduktase-lnhlbltor um ein Statin wie Simvastatin, 
Mevastatin oder Atorvastatin, bel den ACE-Hemmern um Substan- 
zen wie Enalapril, Ramipril oder Trandolapril und bei dem AT-1 Blo- 
cker um Substanzen wie Irbsartan, Lorsartan oder Olmesaratan. 

ErfindungsgemSB kSnnen endotheliale Voriauferzellen enthaltene 
Zellpopulationen mit einer sequenziellen, zeitlich aufeinanderfolgen- 
den Oder gleichzeitigen Gabe von niedrig dosiertem Erythropoietin 
sowie einer oder mehrerer anderer chemischer, thermischer, me- 
chanischer sowie biologischer Agenzien behandelt werden, um so 
die Zahl und Funktlon endothellaler Voriauferzellen zu erhohen 
und/oder die Regeneration beziehungswelse Progressionsverlang- 
samung von Gewebeschaden herbeizufOhren. 

EIne weitere bevorzugte AusfQhrungsform der Erfindung betrifft ein 
Verfahren zur Behandlung von GefaUerkrankungen, umfassend: 
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a) die Isolierung endotheliale Vorlauferzellen enthaltender Zell- 
populationen aus Blut mittels Dichtegradienten-Zentrifugation, 

b) die Kultivierung der endotheliale Vorlauferzellen enthaltenden 
Zelipopulationen in Zelil<uiturmedium, 

c) die Kultivierung der endotheliale Vorlauferzellen enthaltenden 
Zelipopulationen in Gegenwart von Erythropoietin zur Stimulation der 
Proliferation endothelialer Vorlauferzellen und/oder deren Differen- 
zierung zu Endothelzellen, 

d) die Isolierung und Aufreinigung der ausdifferenzierter Endo- 
thelzellen, und 

e) die Transplantation der Endothelzellen in einen KQrper mit 
einer Gefalierkrankuhg. 

Nach Transplantation der Endothelzellen in den KOrper mit einer Ge- 
fSBerkrankung kann dieser mit Erythropoietin, vorzugsweise in den 
erfindungsgemaRen niedrigen Dosen, das heiUt in den Im Absatz „ 
ErfindungsgemaSe Dosierung von EPO" definierte Dosen von zum 
Beispiel 0,001 bis 90 Einheiten/kgA/Voche oder 20 lUAA/oche bis 
2000 lU/Woche, weiterbehandelt werden. 

Erfindungsgemad besteht die Moglichkeit, die endotheliale Vorlau- 
ferzellen enthaltenden Zell-Populationen in Gegenwart mindestens 
eines weiteren Wirkstoffes ausgewahlt aus der Gruppe bestehend 
aus VEGF, PIGF, GM-CSF, einem ACE-Hemmer. einem AT-1 Blo- 
cker und/oder einem HMG-CoA-Reduktase-lnhibitor zu kultivieren. 
Vorzugsweise handelt es sich bei dem zur Kultivierung venwendeten 
ACE-Hemmer um Substanzen wie Enalapril, Ramipril oder Trando- 
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lapril, bei dem zur Kultivierung verwendeten AT-1 Blocker um Sub- 
stanzen wie Irbesartan, Lorsartan oder Olmesaratan und bei dem zur 
Kultivierung verwendeten HMG-CoA-Redul<tase-lnhlbitor um ein Sta- 
tin wie Simvastatin, Mevastatin oder Atorvastatln. 

Erfindungsgemali l<6nnen endothellale Vorlauferzellen enttialtene 
Zellpopulationen mit eine sequenziellen, zeitiich aufeinanderfolgen- 
den Oder gleichzeitigen Gabe von niedrig dosiertem Erythropoietin 
sowie einer oder mehrerer anderer chemischer, thermlscher, me- 
chanischer sowie biologlscher Agenzien behandelt warden, um so 
die Zahl und Funktion endotheliaier Voriauferzellen zu erhShen 
und/oder die Regeneration bezleliungsweise Progresslonsverlang- 
samung von GewebesohSden herbeizufOhren. Hierbel kann es sich 
bei den mechanlschen Agenzien um Endoprothesen, bevorzugt um 
ImplantationskQrper fQr den Zahn, Knochen oder 
Band/Sehnenersatz, handeln. Ferner kann es sich bei den biologi- 
schen Agenzien um solide Organe, wie Leber, Niere, Herz, Pankreas 
Oder Haut handeln oder auch um Haarimplantate. Die Erfindung 
sieht also auch vor, dass EPO insbesondere in niedrig doslerter 
Weise venvendet wird, um gleichzeitig, anschlieSend oder vorab im- 
plantierte mechanische Agenzien wie Endoprothesen oder biologi- 
sche Agenzien besser, schneller und effizienter in die umgebende 
Korperstruktur einwachsen, beziehungsweise integrieren zu lassen. 
Die Erfindung betrifft daher auch die Verwendung von Erythropoietin 
zur -herstellung einer pharmazeutischen Zusammensetzung oder 
eines Kits fur die Verbesserung, insbesondere zur Forderung 
und/oder Beschleunigung, der Integration von biologischen Agenzien 
Oder Endoprothesen in umgebende Korperstrukturen, insbesondere 
von Zahnen, Zahnersatz, Zahnimplantaten oder sonstigen En- 
doprothesen, wie Knochenersatz, Knochenimplantaten, insbesonde- 
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re Huftgelenkprothesen oder Band/Sehnenersatz, wie z.B. Kreuz- 
bander. In bevorzugter Ausfuhrungsform kann dabei vorgesehen 
sein, das Erythropoietin zusammen mit zelltherapeutisch geeigneten 
Zellpopulationen und/oder endothelialen Vorlauferzellen zu verwen- 
den. In der vorgenannten Verwendung von Erythropoietin zur Her- 
stellung einer pharmazeutischen Zusammensetzung oder eines Kits 
fQr die Verbesserung, insbesondere Forderung und/oder Beschleu- 
nigung der Integration von biologischen oder mechanischen Agen- 
zien in Zielstrukturen, insbesondere Zielgewebe, Zielknochen oder 
Zielknorpel eines Patienten, kann in einer weiteren bevorzugten Aus- 
fuhrungsform vorgesehen sein, dass die einzusetzenden mechani- 
schen Agenzien, zum Beispiel aus Stahl, Keramik, Kunststoff oder 
einem sonstigen Material hergestellt sind. Daruber hinaus kann vor- 
gesehen sein, dass in der genannten Verwendung als zelltherapeu- 
tisch geeignete Zellpopulationen, Osteoblasten, Zellen mit osteoge- 
nem Potential, Thrombozyten, Blutzellen oder ahnlich eingesetzt 
werden. In weiterer bevorzugter Ausfuhrungsform kann vorgesehen 
sein, dass insbesondere das einzusetzende mechanische Agens 
zusammen mit organischem Klebstoff, zum Beispiel einen Fibrinkle- 
ber in der pharmazeutischen Zusammensetzung oder dem pharma- 
zeutischen Kit enthalten sind. 

Das erfindungsgemaRe Verfahren zur Behandlung von GefaRer- 
krankungen sieht also vor, endotheliale Vorlauferzellen aus dem Blut 
eines menschlichen Organismus zu isolieren, unter VenA^endung von 
niedrig dosiertem Erythropoietin in vitro zu expandieren und zu En- 
dothelzellen zu differenzieren und nach Aufreinigung und Isolierung 
der ausdifferenzierten Endothelzellen beziehungsweise der sich dif- 
ferenzierenden endothelialen Vorlauferzellen diese anschlieliend 
gezielt in ein geschadigtes BlutgefaS oder einen ischamischen Be- 
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reich zu transplantieren, um dort eine lokale Neovaskularisierung zu 
induzieren. Auf diese Weise ist eine gezieltere und schnellere Be- 
handlung geschadigter BlutgefaRe oder ischamischer Gewebe mog- 
lich. Das erfindungsgemaSe Verfahren zur Behandlung von GefaS- 
erkrankungen ist Insbesondere zur Behandlung von GefaRerkran- 
kungen wie ischamie, insbesondere cerebraler Ischamie, ischami- 
scher Erkrankungen der Extremitaten, Schlaganfall, akuten Arterien- 
verschluss, arterielle Verschlusskrankheit, Raynaud-Krankheit und 
Ergotismus geeignet. 

Weitere vorteiihafte Ausgestaltungen der Erfindung ergeben sich aus 
den Unteranspruchen. 

Die Erfindung wird anhand der folgenden Figuren und Beispiele na- 
her eriautert. 

Figur 1 zeigt die Ergebnisse einer FACS-Analyse zirkulierender 
CD34+-StamnnzeHen (cSC). (A-D): Patlentenproben; (E-F): isotypi- 
sche Kontrollen. cSC wurden anhand der zusaizlichen Expression 
des CD34-Markers (B und F), anhand der charakteristischen gerin- 
gen bis mittleren CD45-Antigen-Expression (C und G) und anhand 
der charakteristischen Lichtstreuungs-Eigenschaften (D und H) iden- 
tifiziert. Die absolute cSC-Anzahl wurde pro 100.000 Mono- und 
Lymphozyten berechnet. 

Figur 2 zeigt eine quantitative Bestimmung zirkulierender Stammzel- 
len mittels Durchflusszytometrie. Die Figur zeigt die zeitabhangige 
Wirkung einer Erythropoietin-Behandiung unter Verwendung von 
rhEPO (rekombinantes menschliches Erythropoietin) nach 0, 2, 4, 6 
und 8 Wochen. n=11, die Werte entsprechen Mittelwerten +/- 
Standardabweichung. Mediane als Linie dargestellt. 
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*: p < 0,01 im Vergleich zu 2 Wochen: ^: p < 0,05 im Vergleich zu 4 
Wochen, #: p < 0,05 im Vergleich zu 8 Wochen. 

Figur 3 zeigt eine quantitative Bestimmung kultivierter endothelialer 
Vorlauferzellen (EPC). Die Figur zeigt, dass die rhEPO-Behandlung 
die relative Anzahl von EPCs erhoht. EPCs wurden vor der Behand- 
lung renaler Patienten mit rhEPO sowie 2, 4, 6 und 8 Wochen nach 
Behandlung der Patienten mit rhEPO isoliert und anhand ihrer Adha- 
sionsfahigkeit und der beiden Marker acLDL-Dil und UEA-1 FITC 
charaketrisiert. n=11, die Werte entsprechen Mittelwerten +/- 
Standardabweichung. Mediane als Linie dargestellt. 

*: p < 0,01 gegenQber dem Zeitraum vor Behandlung; #: p < 0,001 
gegenuber dem Zeitraum vor Behandlung. 

Figur 4 zeigt die quantitative Bestimmung kultivierter endothelialer 
Vorlauferzellen (EPC). Die Figur zeigt, dass die absolute Anzahl von 
EPCs vor Einsetzen einer rhEPO-Therapie signlfikant gegenQber 
gesunden alters- und geschlechtsgematchten Probanden verringert 
ist. Patienten mit renaler Anamie zeigen also eine deutliche EPC- 
Dysfunkion gegenQber Kontrollpersonen. 8 Wochen nach Beginn der 
rhEPO-Therapie zur renalen Anamie wird diese vermlnderte Anzahl 
funktioneiler EPC ausgeglichen. EPCs wurden vor der Behandlung 
renaler Patienten mit rhEPO sowie 2, 4, 6 und 8 Wochen nach Be- 
handlung der Patienten mit rhEPO isoliert und anhand ihrer Adhasi- 
onsfahigkeit und der beiden Marker acLDL-Dil und UEA-1 FITC cha- 
raketrisiert. n=11. Dargestellt ist exemplarisch der 8-Wochenverlauf 
und die gesamten Kontrollen. Die absoluten Werte sind einerseits 
ais Einzelwerte dargestellt. Zusatzlich sind Boxplots dargestellt (90- 
er/75-er/50-er/25-er und 10-er Percentile sowie der Mittelwert). Als 
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gesunde Kontrolle dienten alters- und geschlechtsgematchte Pro- 
banden, bei denen analog EPCs isoliert und charakterisiert wurden 
(n =11). 

Figur 5 zeigt die quantitative Bestlmmung kultivierter endothelialer 
Vorlauferzellen (EPC) bei gesunden jungen Probanden. Die Figur 
zeigt, dass eine Behandlung mit rhEPO-Behandlung (30IU Epoetin 
beta je kg Korpergewicht und Woche) die relative Anzahl von EPCs 
erhdht. EPCs wurden vor der Behandlung der Probanden mit rhEPO 
sowie wOchentlich nach 1 , 2, 3, 4, 5, 6 und 7 Wochen nach Behand- 
lung der Probanden mit rhEPO isoliert und anhand Ihrer AdhSsions- 
fahigkelt und der beiden Marker acLDL-Dil und UEA-1 FITC charar 
ketrisiert. n=4, die Werte entsprechen Mittelwierten +/- 
Standardabweichung . 

Figur 6 zeigt eine quantitative Bestimmung kultivierter endothelialer 
Vorlauferzellen (EPCs). Die reprasehtativen Fotographien zeigen, 
dass die absolute Anzahl von EPCs bei uramischen Patienten signi- 
fikant gegenuber gesunden alters- und geschlechtsgematchten Pro- 
banden verringert ist (obere Reihe- in vivo). Patienten mit einge- 
schrankter Nierenfunktion zeigen also eine deutliche EPC- 
Dysfunkion gegenuber Kontrollpersonen. Werden endothelial Vor- 
lauferzellen eines gesunden Probanden mit Serum uramischer Pati- 
enten cokultiviert, so vermindert sich die DifferenzierungsfShigkeit 
seiner endothelialen Vorlduferzellen (untere Reihe- in vitro). Eine 
eingeschrSnkte Nierenfunktion mit sich daraus ableitender UrSmie 
fQhrt also zu einer Dysfunktion endothelialer Vorlauferzellen. 

Figur 7 zeigt eine quantitative Bestimmung kultivierter endothelialer 
Vorlauferzellen (EPCs) bei 46 uramischen Patienten mit einge- 
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schrankter Nierenfunktion im Vergleich mit 46 alters- und 
geschlechtsgematchten Probanden als Boxplots dargestellt (90- 
er/75-er/50-er/25-er und 10-er Percentile sowie der Mittelwert). Die 
Zahl der endothelialen Vorlauferzellen ist dabei signifikant bei den 
Uramikern gegenQber den gesunden Probanden verringert. Patien- 
ten mit eingeschrankter Nierenfunktion zeigen also eine deutliohe 
EPC-Dysfunktion gegenuber Kontrollpersonen. 

Figur 8 zeigt die WIrkung von Erythropoietin auf die Wundheilung. 
Die Figur zeigt, dass bei Behandlung einer standardisierten l-faut- 
wunde, die bei Mausen mittels einer Gewebestanze gesetzl worden 
war, mit Erytliropoietin die Wunde bereits nach sieben bis acht Ta- 
gen vollstandig versclilossen war, wahrend bei Beliandlung der 
Wunde mit physiologisclier Kochsalzlosung (Saline) die Wunde erst 
nach dreizehn bis vierzehn Tagen vollstandig verschlossen war. Die 
Behandlung mit Erythropoietin beziehuhgsweise physiologischer 
Kochsalzlosung begann 7 Tage vor Setzen der Hautwunde. Rekom- 
binantes humanes Erythropoietin wurde einmalig wochentlich mittels 
einer s.c. (subcutan)-lnjektion (0,1 mg/kg Aranesp) verabreicht (je 
Gruppe n = 5). 

Figur 9 zeigt, dass Erythropoietin den Nierenfunktionsverlust nach 
akutem Nierenversagen (akute Niereninsuffizienz) vermindert. Spra- 
gue Dawley-Ratten (250-300 g) wurden in die Studie eingeschlos- 
sen. Die Ratten wurden mit Ketamin (120 mg/kg) und Rompun (10 
mg/kg) narkotisiert. Eine der Versuchsgruppen erhielt 0,1 jjg/kg KOr- 
pergewicht Aranesp einmalig am Tag vor Induktion des akuten Nie- 
renversagens. Als Vergleich diente eine Gruppe von Versuchstieren, 
denen jeweils zeitgleich Kochsalz s.c. injiziert wurde. Mittels Setzen 
einer Arterienklemme auf die rechte Nierenarterien wurde der Blut- 
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fluss in die Niere fur 45 iVlinuten unterbrociien. in dieser Zeit wurde 
linl<sseitig eine Neplirel<tomie durcligefulnrt. Eine Sclieinoperation 
wurde bei einer weiteren Kontroiigruppe durciigefulirt. Hierbei wurde 
das Abdomen erSffnet, die ilnl<e Nierenarterie frei-prapariert, Jedocli 
die Biutversorgung niclit unterbrociien und die i<ontraiateraie reclite 
Niere entnommen. Alle Tiere wurde fOr 60 min narlcotisiert und 24 h 
nacJi Operation getotet. Die 45-minQtlge Iscliamie mit nachfolgender 
Reperfusion der verbleibenden recliten Niere fuhrte in den Kochsalz- 
behandelten Tieren zu einem massiven akuten Nierenfunl<tionsver- 
lust. Dieser reflelctiert sich in einem Serum-Kreatinin-Wert, der 24 h 
nacin der lscli§mie-Reperfusion 7-mal grSBer 1st als der Wert vor der 
Ischamie-Reperfusion (p < 0,05). DemgegenQber zeigten die mit 
dem Erytiiropoietin-Analog Aranesp beiiandelten Tiere nur einen 
vierfaclien Anstieg der Serum-Kreatinin-Werte einen Tag nach In- 
dul<tion des Iscfiamie-Reperfusionsschadens. Bei den linksseitig 
neplirektomierten Tieren mit sclieinoperierter recliter Niere kam es 
zu keinem Anstieg der Retentionswerte. Die Figur zeigt die Kreatinin- 
Konzentration im Serum von EPO-beliandelten Tieren (IR + EPO), 
NaCI-beliandelten Tieren (IR) und sclieinoperierten Tieren (Scheln- 
OP) vor Ischamie-Reperfuslons (IR)-Verletzung und 24 Stunden da- 
nach. Aus der FIgur geht hervor, dass die Serum-Kreatinln- 
Konzentratlon bei den Aranesp-behandelten Tieren 24 Stunden nach 
Ischamie-Reperfuslons-Verletzung gegenQber der Kontrolle ofine 
(NaCI-Beliandlung) fast lialbiert ist. 

FIgur 10 zeigt die Kaplan-Mayer-Oberlebenskurven von zwei Ver- 
suchsgruppen nach Induktion einer chronischen Niereninsuffizienz, 
die entweder mit Aranesp oder NaCI behandelt warden. 8 Wochen 
alte Spraque Dawley-Ratten wurden In die Studie eingeschlossen. 
Die Ratten wurden mit Ketamin (120 mg/kg) und Rompun (10 mg/kg) 
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narkotisiert. Ihnen wurde am Tag 0 die rechte Niere entnommen, 
welche sofort nach Entnahme fur eine histologische Untersuchung in 
Formalin fixiert wurde. Bei der linken Niere wurden die Segmentarte- 
rien, welche den oberen und unteren Nierenpol versorgen, ligiert. 
Dadurch kommt es zu einem Nlereninfarkt der entsprechenden Nie- 
renareale und nur das mittlere Nierendrlttel bleibt funktionell erhal- 
ten. Einmal wochentlich erhielten die Ratten Aranesp (0,1 \}g/kg K6r- 
pergewicht) oder NaCI s.c. gespritzt. Die mit dem Erythropoietin- 
Analog Aranesp behandelten Tiere weisen einen signifikanten Ober- 
lebensvorteil gegenuber den kochsalzbehandelten Tieren auf (p = 
0,027; Log Rank-Test). 

Die Figuren 11-18 zeigen lichtmikroskopische Nierenschnltte 6 Wo- 
chen nach Induktion einer chronischen Niereninsuffizienz von zwei 
Versuchsgruppen, die entweder mit Aranesp oder NaCI behandelt 
wurden und deren Kaplan-Mayer-Oberlebenskurven in Figur 10 dar- 
gestellt sind. 

Figur 11 zeigt die histologlschen Veranderungen bei einer Spraque- 
Dawley-Ratte mit chronischer Niereninsuffizienz nach jeweils einmal 
wochentlicher NaCI-Behandlung beginnend direkt nach Induktion der 
chronischen Niereninsuffizienz fur einen Zeitraum von 6 Wochen. 
Die chronische Niereninsuffizienz resultiert aus der Entnahme der 
rechten Niere und der Ligierung der Segmentarterien, die den obe- 
ren und unteren Nierenpol versorgen, der linken Niere. Die Figur 
zeigt eine mittelgroRe praglomerulare Arterie mit charakteristischer 
zwiebelschalenartiger GefaRwand-Proliferation bei schwerer hyper- 
tensiver Schadigung, einer sogenannten malignen Nephrosklerose 
mit Endarteriitis Fahr. 
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Figur 12 zeigt die histologischen Veranderungen bei einer Spraque- 
Dawley-Ratte mit chronischer Niereninsuffizienz nach jeweils einmal 
wochentlicher NaCI-Behandlung beginnend direkt nach Induktion der 
chronischen Niereninsuffizienz fur einen Zeitraum von 6 Wochen. 
Die chronische Niereninsuffizienz resultiert aus der Entnahme der 
rechten NIere und der Ligierung der Segmentarterien, die den obe- 
ren und unteren Nierenpol versorgen, der linken Niere. Die Figur 
zeigt floride fokalsegmentale Glomerulosklerose als sogenannte pro- 
liferative FSGS (Glomerulum rechts). Das andere Glomerulum (links) 
zeigt ischamischen Kollaps des Schlingenkonvolutes. Am unteren 
des Bildes ist ein kleines GefSH mit schwerem Endothelschaden zu 
sehen. Die beobachteten histologischen Veranderungen entspre- 
Chen einem hypertensiven Organschaden beziehungsweise Veran- 
derungen im Rahmen einer Oberlastungsnephropatie nach 5/6 
Nephrektomie. 

Figur 13 zeigt die histologischen Veranderungen bei einer Spraque- 
Dawley-Ratte mit chronischer Niereninsuffizienz nach jeweils einmal 
wochentlicher NaCI-Behandlung beginnend direkt nach Induktion der 
chronischen Niereninsuffizienz fur einen Zeitraum von 6 Wochen. 
Die chronische Niereninsuffizienz resultiert aus der Entnahme der 
rechten Niere und der Ligierung der Segmentarterien, die den obe- 
ren und unteren Nierenpol versorgen, der linken Niere. Die Figur 
zeigt eine nahezu volistandige Sklerose beziehungsweise Destrukti- 
on eines kompensatorisch vergroRerten Glomerulums mit ausge- 
pragter Hyalinose beziehungsweise fibrinoider Nekrose der dazuge- 
horigen afferenten Arteriole. 

Figur 14 zeigt die histologischen Veranderungen bei einer Spraque- 
Dawley-Ratte mit chronischer Niereninsuffizienz nach jeweils einmal 
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wochentlicher NaCI-Behandlung beginnend direkt nach Induktion der 
chronischen Niereninsuffizienz fur einen Zeitraum von 6 Wochen. 
Die chronische Niereninsuffizienz resultiert aus der Entnahme der 
rechten Niere und der Ligierung der Segmentarterien, die den obe- 
ren und unteren Nierenpol versorgen, der linken Niere. Die Figur 
zeigt eine kleine praglomerulSre Arterie mit charakteristischer zwie- 
belschalenartiger GefaHwandproliferation und Wandnekrose be! 
schwerer hypertensiver Schadigung, einer sogenannten malignen 
Nephrosklerose (vergleiche Bild rechts). Links ist eine regelrechte 
(noch) nicht geschadigte Arteriole zu sehen. 

Figur 15 zeigt die histologischen Veranderungen bei einer Spraque- 
Dawley-Ratte mit ciironischer Niereninsuffizienz nach jeweils elnrtial 
wochentlicher Aranesp (EPO)-Behandlung (0,1 mg/kg Aranesp) be- 
ginnend direkt nach Induktion der chronischen Niereninsuffizienz fur 
einen Zeitraum von 6 Wochen. Die chronische Niereninsuffizienz 
resultiert aus der Entnahme der rechten Niere und der Ligierung der 
Segmentarterien, die den oberen und unteren Nierenpol versorgen, 
der linken Niere. Die Figur zeigt ein regelrechtes Glomerulum mit 
zartem afferentem GefalJ. Im Tubulointerstitium ist kein pathologi- 
scher Befund festzustellen. 

Figur 16 zeigt die histologischen Veranderungen bei einer Spraque- 
Dawley-Ratte mit chronischer Niereninsuffizienz nach jeweils einmal 
wochentlicher Aranesp (EPO)-Behandlung (0,1 mg/kg Aranesp) be- 
ginnend direkt nach Induktion der chronischen Niereninsuffizienz fur 
einen Zeitraum von 6 Wochen. Die chronische Niereninsuffizienz 
resultiert aus der Entnahme der rechten Niere und der Ligierung der 
Segmentarterien, die den oberen und unteren Nierenpol versorgen, 
der linken Niere. Die Figur zeigt ein regelrechtes Glomerulum mit 
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zartem afferentem GefalJ (630-fache VergroBerung). Im Tuboloin- 
terstitium ist kein pathologischer Befund festzustellen. 

Figur 17 zeigt die histologischen Veranderungen bei einer Spraque- 
Dawley-Ratte mit chronischer Nieren-insuffizienz nach jeweils einmal 
wochentlicher Aranesp (EPO)-Behandlung (0,1 mg/kg Aranesp) be- 
ginnend direkt nach Induktion der chronischen Niereninsuffizienz fur 
einen Zeitraum von 6 Wochen. Die chronische Niereninsuffizienz 
resultiert aus der Entnahme der rechten Nlere und der Ligierung der 
Segmentarterien, die den oberen und unteren Nlerenpol versorgen, 
der linken Niere. Die Figur zeigt ein regelrechtes Glomerulum mit 
zartem afferentem GefSR. Im Tubolointerstitium ist kein pathologi- 
scher Befund festzustellen. 

Figur 18 zeigt die histologischen Veranderungen bei einer Spraque- 
Dawley-Ratte mit chronischer Niereninsuffizienz nach jeweils einmal 
wochentlicher Aranesp (EPO)-Behandlung (0,1 mg/kg Aranesp) be- 
ginnend direkt nach Induktion der chronischen Niereninsuffizienz fQr 
einen Zeitraum von 6 Wochen. Die chronische Niereninsuffizienz 
resultiert aus der Entnahme der rechten Niere und der Ligierung der 
Segmentarterien, die den oberen und unteren Nierenpol versorgen, 
der linken Niere. Die Figur zeigt ein regelrechtes Glomerulum mit 
zartem afferentem GefaB (630-fache VergroBerung). Im Tuboloin- 
terstitium ist kein pathologischer Befund festzustellen. 

Figur 19 zeigt die Wirkung von EPO auf den Wundheilungsprozess. 
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Beispiel 1 

Wirkung von EPO bei Patienten mit renaler AnSmie 

Die Wirkung von Erythropoietin bei Patienten mit renaler Anamie (Hb 
< 10,5 g/dl) als Folge von Nierehkrankheit im Endstadium (prStemii- 
nale Nierenlnsuffizienz; Creatinin-Clearance < 35 ml/min) wurde un- 
tersucht. 1 1 Patienten wurden uber einen Zeitraum von mindestens 
8 Woollen mit Erythropoietin in wochentlichen Dosen von durch- 
schnittlich 5000 lU rhE-PO (rekombinantes humanes Erythropoietin) 
intravenos beziehungsweise subkutan behandelt. Nach Erythropoie- 
tin-Behandlung wurden die endothelialen Vorlauferzellen im Blut der 
Patienten Qber einen Zeitraum von 20 Wochen untersucht, wobei 
nach 0, 2, 4, 6 und 8 Wochen endotheliale Vorlauferzellen bezUglich 
ihrer Anzahl als auch ihres Differenzierungsstatus mittels Durch- 
flusszytometrie und eines Kulturtestes analysiert wurden. 

Bel zirkulierenden peripheren Blutstammzellen (CPBSC) handelt es 
sich um eine kleine Zellpopulation, die sowohl das CD34-Antigen als 
auch das CD45-Antigen exprimieren. Auf der Basis der ISHAGE- 
Richtlinien wurde ein Test zur Bestimmung der Anzahl von CPBSC 
mittels Durchflusszytometrle entwickelt (Sutherland et al., J. Hema- 
tother., 5 (1996), 213-226). Unter Venwendung dieses Tests wurden 
so-wohl dies Expressionsmuster von CD34- und CD45-Zellen als 
auch die Morphologie der Stammzellen bestimmt. Auf diese Weise 
wurde sowohl die absolute Anzahl von CPBSC pro pi als auch der 
prozentuale Anteil von CPBSC an der Gesamtleukozytenzahl be- 
stimmt. 

Figur 1 zeigt die Ergebnisse einer FACS-Analyse zirkulierender 
CD34+-Stammzellen auf der Basis der ISHAGE-Richtlinien. 
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Figur 2 zeigt die Anzahl der mittels FACS-Analyse ermittelten 
CD34+-Stammzellen uber einen Zeitraum von 8 Wochen. 

Zellkultur-Test 

Mononucleare periphere Blutzellen (PBMCs) wurden mittels Dichte- 
zentrifugation uber Ficoll aus menschlichen Blutproben entspre- 
chend dem in Asahara, Science, 275 (1997), 964-967, beschriebe- 
nen Verfahren isoliert. Die Zellen wurden auf Kulturplatten mit Fibro- 
nectin ausplattiert und in EC-Basalnnedium gelialten. EC- 
Basalmedium besteht aus EBM-2-Basalmedium (Fa. Clonetics) und 
EGM-2 Quots (hEGF; GA-1000 (Gentamicin, Amphotericin-B) FBS, 
VEGF, hFGF-B (w/heparin), R3-IGF-1, Ascorbic Acid, Heparin). 
Nach 4-tagiger Kultivierung wurden nicht-adharente Zellen durch 
Waschen der Flatten entfernt. Die verbleibenden adharenten Zellen 
wurden mit Trypsin behandelt und erneut ausgesat. AnschlieBend 
wurden sie fur weitere 3 Tage kultiviert. Zellen mit endotheliaiem 
Phanotyp wurden durch Positivfarbung bezQglich zwei unterschiedli- 
cher Endothelialrriarker am Tag 7 nach Isolation identifiziert. Dabei 
handelt es sich um Dil-markiertes acetyliertes Lipoprotein geringer 
Dichte (acLDL-Dil) und Ulex europaeus-Aglutinin-1 (UEA-1). Die Er- 
gebnisse dieser Untersuchung sind in Figur 3 dargestellt. 

Die Ergebnisse zeigen, dass Erythropoietin endothelial Vorlaufer- 
zellen mobilisieren und die Anzahl zirkulierender endothelialer Vor- 
lauferzellen erhohen kann. Dabei werden funktionelle Defizite, die 
unter bestimmten pathologischen Zustanden wie renaler Anamie 
auftreten, ausgeglichen. Diese Ergebnisse sind in Figur 4 dargestellt 

Mittels Durchflusszytometrie wurde ermittelt, dass bei Patienten mit 
Nierenkrankheit im Endstadium die Anzahl zirkulierender CD34+- 
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Stammzellen der Anzahl zirkulierender CD34+-Stammzellen im Blut 
von gesunden Probanden entspricht. Nach Beginn der Erythro- 
poietin-Behandlung erhoht sich die Anzahl CD34+-Stammzellen im 
Blutkreislauf signifikant um mehr als 50 %. Unter Verwendung des 
Zellkulturtestes wurde bestimmt, dass nach Behandlung mit Erythro- 
poietin die Anzahl der Zellen, die einen endothelialen Phanotyp ent- 
wickeln, dramatisch ansteigt In einem funktionellen Zellkulturtest 
erhohte sich die stark beeintrachtigte Fahigkeit von endothelialen 
Vorlauferzellen um das mehr als 3-fache. 



Beispiel 2 

Verbesserte Wundhellung durch den systemischen Einsatz von rhE- 
PO 

FVB/N-Mause wurden durch Inhalationsanasthesie mit Isofloran nar- 
kotisiert. Die Behaarung der beiden Hinterlaufe wurde mit Hilfe einer 
Enthaarungslotion entfernt und mit 70%igen Alkohol desinfiziert. Mit- 
tels einer sterilen, 4 mm-Einweg-Blopsiegewebestanze wurde jeweils 
eine Hautwunde auf der rechten Flanke der Mause gesetzt Die ge- 
genQberliegende Seite diente als Interne Kontrolle. Einmalig wurde 
eine postoperative antlbiotische Abschirmung mit Penicillin G (20000 
Einhelten/kg) durchgefQhrt. Ober den gesamten Untersuchungszeit- 
raum erfolgten einmalig wochentliche subkutane Injektionen von re- 
kombinantem humanen Erythropoietin-Analog Aranesp (0,1 pg/kg 
Korpergewicht) uber den gesamten Studienzeitraum. Die Behand- 
lung begann sieben Tage vor Entnahme der Gewebestanze. Die Er- 
gebnisse sind in Figur 8 dargestellt. Sie zeigen, dass die Verabrei- 
chung von EPO den Wundheilungsprozess erheblich beschleunigt 
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Figur 19 zeigt die Wirkung von Erythropoietin auf die Wundheilung. 
Die Figur zeigt, dass bei Behandlung einer standardisierten Haut- 
wunde, die bei Mausen mittels einer Gewebestanze gesetzt worden 
war, mit niedrig dosiertem Erythropoietin (20IU EPO/i<g/WoGhe) die 
Wunde bereits nach sieben bis acht Tagen vollstandig verschlossen 
war, wahrend bei Behandlung der Wunde mIt physiologischer Koch- 
salzldsung (Saline) die Wunde erst nach drelzehn bis vierzehn Ta- 
gen vollstandig verschlossen war. Die Behandlung der Versuchstiere 
mit hoch dosiertem Erythropoietin (200IU EPO/kg/Woche) konnte 
keine Beschleunigung der Wundheilung im Vergleich zur Kontroll- 
gruppe beobachtet werden. Zwei der mit der hohen Dosis Erythro- 
poietin behandelten Versuchstiere verstarben im Beobachtungszeit- 
raum. Die Behandlung mit Erythropoietin beziehungsweise physiolo- 
gischer Kochsalzlosung begann nach Setzen der Hautwunde am 
Operationstag. Rekombinantes humanes Erythropoietin wurde ein- 
malig wochentlich mittels einer s.c. (subcutan)-lnjektion (20 lU/kg 
EPO bzw. 200 lU/kg EPO) verabrelcht O'e Gruppe n = 5). 



Beispiei 3 

Verminderung der Progression der chronischen NIereninsuffizienz 
durch Erythropoietin-Behandlung 

Acht Wochen alte Spraque-Dawley-Ratten wurden mit Ketamin (120 
mg/kg) und Rompun (10 mg/kg) narkotlsiert. Den Ratten wurden am 
Tage 0 die rechte Niere entnommen, welche sofort nach Entnahme 
fur eine histologische Untersuchung in Formalin fixlert wurde. Bei der 
linken Niere wurden die Segmentarterien, welche den oberen und 
unteren Nierenpol versorgen, ligiert. Dadurch kommt es zu einem 
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Niereninfarkt der entsprechenden Nierenareale, wobei nur das mitt- 
lere Nierendrittel funktionell erhalten bleibt. Einmal wochentlich er- 
hielten die Ratten das Erythropoietin-Analog Aranesp in einer Dosis 
von 0,1 |jg/kg Korpergewicht oder zur Kontrolle NaCI subkutan (s.c.) 
gespritzt. 

Figur 10 zeigt die Kaplan-l\/layer-Oberlebenskurve beider Versuchs- 
gruppen. Die Aranesp-behandelten Tiere haben ein deutlich verbes- 
sertes Oberleben vergllchen mit den Kochsalz-behandelten Kontroil- 
tieren. 

In den Figuren 15 - 18 ist gezeigt, dass nach Behandlung mit E- 
rythropoietin das NIerengewebe keine pathologischen VerSnderun- 
gen zeigt, wSkhrend nach Beliandlung mit NaCI scliwere pathologi- 
sche Veranderungen isiclitbar sind (vergleiche Figuren 8-11). Welte- 
re histoiogische Untersuchungen ergaben, dass bei Aranesp- 
behandelten Tieren eine deutlich hohere GefSBdichte (CD31) zu be- 
obachten ist als bei Kochsalz-behandelten Tieren (Daten nicht ge- 
zeigt). 



Beispiei 4 

Verminderung der Progression akuter Niereninsuffizienz 

FQr diese Untersuchung wurden Spraque-Dawley-Ratten mit einem 
Korpergewicht von 250 bis 300 g einge-setzt. Eine der Versuchs- 
gruppen erhielt einmalig am Tag vor Induktion des akuten Nieren- 
versagens Aranesp in einer Dosis von 0,1 pg/kg Korpergewicht. Die 
Ratten wurden mit Ketamin (120 mg/kg Korpergewicht) und Rompun 
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(10 mg/kg) narkotisiert. Als Vergleich diente eine Gruppe von Ver- 
suchstieren, denen jeweils zeitgleich Kochsalz s.c. injiziert wurde. 
Der Blutfluss in der Niere wurde fur 45 Minuten unterbrochen, indem 
eine Arterienldemme auf die reclite Nierenarterie gesetzt wurde. In 
dieser Zeit wurde llnksseitig eine Neplirektomie durchgefulirt. Bei 
einer weiteren Kontrollgruppe wurde eine Scheinoperation durchge- 
fQhrt. Hier wurde das Abdomen eroffnet, die linke Nierenarterie frel- 
prapariert, jedoch die Blutversoi^ung nicht unterbrochen, und die 
kontralaterale reclite Niere entnommen. Alle Tiere wurden fQr einen 
Zeitraum von 60 Minuten narkotisiert und 24 Stunden nach Operati- 
on getotet. 

Die 45-mlnUtlge Ischamie mit nachfolgender Reperfusion der 
verbleibenden rechten Niere fQhrte in den kochsalzbehandelten Tie- 
ren zu einem massiven akuten Nierenfunktionsverlust. Dieser fand 
seinen Ausdruck in einem um den Faktor 7 angestiegenen Se- 
rumkreatinin-Wert (p < 0,05). Demgegenuber zeigten die mit dem 
Erythropoietin-Analog Aranesp behandelten Tiere nur elnen vierfa- 
chen Anstieg des Serumkreatinin-Wertes einen Tag nach Induktion 
des Ischamie-Reperfusions-Schadens. Bei den llnksseitig nephrek- 
tonierten TIeren mit scheinoperlerter rechter Niere kam es zu keinem 
Anstieg der Retentionswerte. Die Ergebnisse sind in FIgur 9 darge- 
stellt. 



Beispiel 5 



Verminderte Differenzierungsfahlgkelt von endothelialen Vorlaufer- 
zellen bei Patienten mit eingeschrankter NIerenfunktion 
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Bei 46 uramischen Patienten sowie 46 alters- und geschlechtsge- 
matchten gesunden Kontrollprobanden wurde der Differenzierungs- 
status endotheliale VorlSuferzellen durch einen Kulturtest analysiert. 
Es wurde dabei uberraschenderweise festgestelit, dass die Zahl der 
endothelialen VorlSuferzellen in diesem Differenzierungsassay bei 
uramischen Patienten signifikant gegenQber den gesunden Kontrol- 
len verringert ist (Figur 7). Isoliert man mononuldeare Zellen eines 
gesunden Probanden und Icultiviert diese in Gegenwart von Serum 
eines urSmisclien Patienten, so verringert sicli die Differenzierungs- 
miiigl^eit der Zellen zu endothelialen Voriauferzellen analog (Figur 6). 



Beispiel 6 

Stimulation der Differenzierungsfahigl<eit endothelialen VorlSuferzel- 
len bei gesunden Probanden 

4 gesunde junge Manner wurden Qber einen Zeitraum von 8 Woche 
mit 30IU Epoetin beta je Kilogramm K6rpergewicht einmal in der 
Woche behandelt. Dabei wurde die DifferenzierungsfShigkeit der 
endotheialen VorlSuferzellen In einem Kulturassay vor der Behand- 
lung der Probanden mit rhEPO sowie wOchentlich nach 1, 2, 3, 4, 5, 
6 und 7 Wochen nach Behandlung der Probanden mit rhEPO be- 
stimmt anhand ihrer Adhasionsfahigkeit und der beiden Marker 
acLDL und UEA. Es wurde dabei eine relative ErhQhung der EPCs 
um mehr ais 50% beobachtet. 
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PatentansprQche 

1. Verwendung von Erythropoietin und/oder Derivaten zur Her- 
stellung einer pharmazeutisohen Zusammensetzung enthaitend eine 
Dosis von 0,001 bis 90 lU/kg Korpergewicht und Woclie, vorzugs- 
v/eise 0,05 bis 50 lU/kg Korpergewicht/Woclie zur Propfiylaxe oder 
Behandlung von Kranl<heiten, wobei das Erythropoietin in dieser Do- 
sis geeignet und bestimmt ist filr die Prophylaxe oder Behandlung 
eines menschlichen oder tierischen Patienten mit a) mindestens ei- 
ner Dysfunl^tion endothelialer Vorlauferzellen, b) mindestens einem 
cardiovaslcuiaren Risil^ofalctor wie Hypertonia, Hypercholestrinemie, 
erhohte Asymmetrisches DImethylarginin (ADI\^A) -Werte, erhohte 
Insulinresistenz oder Hyperhomocytenamie und c) mindestens ei- 
nem Endorganschaden wie lini^sventrikuiare Hypertrophie, Mikroal- 
buminurie, kognitive Dysfunction, Zunahme der Intima-Media-Dicke 
in der A. carotis, Proteinurie oder einer glomerulSre Filtrationsrate < 
80 ml/min, vorzugsweise 30 bis 80 ml/min. 

2. Venwendung von Erythropoietin und/oder Derivaten zur Her- 
stellung einer pharmazeutisohen Zusammensetzung enthaitend eine 
Dosis von 0,001 bis 90 lU/kg KQrpergewicht und Woche, vorzugs- 
weise 0,05 bis 50 lU/kg KorpergewichtA/Voche, wobei das Erythro- 
poietin in dieser Dosis geeignet und bestimmt ist fur die kosmetische 
Behandlung des menschlichen oder tierischen Korpers, insbesonde- 
re zur Behandlung von Faltenbildung, zur Starkung des Bindegewe- 
bes, zum Schutz und zur Straffung der Haut, zum Schutz vor schadi- 
genden Umwelteinwirkungen, zur Behandlung von Altersflecken, zur 
Beschleunigung der Reepithelialisierung, zur Beschleunigung des 
Haanwuchses und/oder als Make-up Unterlage. 
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3- Verwendung von Erythropoietin und/oder Derivaten zur Her- 
steilung einer pliarmazeutischen Zusannmensetzung enthaitend eine 
Dosis von 0,001 bis 90 lU/kg Korpergewicht und Wociie, vorzugs- 
welse 0,05 bis 50 lU/kg Korpergewicht/Woche zur Herstellung einer 
kosmetischen Preparation, insbesondere zur topischen Applikation, 
wobel das Erythropoietin in dieser Dosis geeignet und bestimmt ist 
for die kosmetische Behandlung des menschlichen oder tierischen 
KOrpers, insbesondere zur Behandlung von Faltenbildung, zur StSr- 
kung des Bindegewebes, zum Schutz und zur StrafFung der Haut, 
zum Schutz vor schSdlgenden Umweltelnwirkungen, zur Behandlung 
von Altersflecken, zur Beschleunigung der Reepitheliallslerung, zur 
Beschleunigung des Haarwuches, und/oder als Make-up Unterlage. 

4. Verwendung von Erythropoietin und/oder Derivaten zur Her- 
stellung einer pharmazeutlschen Zusammensetzung enthaitend eIne 
Dosis von 0,001 bis 90 lU/kg Korpergewlcht/Woche, vorzugsweise 
0,05 bis 50 lU/kg Korpergewicht/Woche und/oder einer Mischung 
von endotelialen Vorlauferzellen mit mindestens einer zelltherapeu- 
tisch einsetzbaren Zellpopulation, wobei das Erythropoietin in dieser 
Dosis geeignet und bestimmt ist fQr die Regeneration von Gewebe 
und GefS&en in einem menschlichen oder tierischen Korper, und 
wobei die Mischung vor der Applikation In vitro mit Erythropoietin in 
Kontakt gebracht worden ist. 

5. Verwendung von Erythropoietin und/oder Derivaten zur Her- 
stellung einer pharmazeutlschen Zusammensetzung enthaitend eine 
Dosis von 0,001 bis 90 lU/kg Korpergewicht und Woche, vorzugs- 
weise 0,05 bis 50 lU/kg Korpergewicht/Woche und/oder einer Mi- 
schung von endotelialen Vorlauferzellen mit mindestens einer zell- 
therapeutisch einsetzbaren Zellpopulation, wobei das Erythropoietin 
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in dieser Dosis geeignet und bestimmt ist fur die Regeneration von 
Gewebe und GefaRen in einem nnensclilichen oder tierischen Kor- 
per, und wobei die Mlschung vor, nach oder gleichzeitig mit der Ap- 
plikation der Mischung verabreicht wird 

6. Verwendung von Erythropoietin und/oder Derivaten zur Her- 
stellung einer phamnazeutischen Zusammensetzung oder eines Kits 
enthaltend eine Dosis von 0,001 bis 90 lU/kg KorpergewichtA/Voche, 
vorzugsweise 0,05 bis 50 lU/kg Korpergewicht/Woche und/oder min- 
destens einem chemischen, thermischen, mechanisclien oder biolo- 
gischen Agens, insbesondere einem pharmakologischen Wirkstoff, 
fur die Herstellung einer pharmazeutischen Zusammensetzung oder 
einen Kit, enthaltend Erythropoietin in dieser Dosierung und das 
mindestens eine chemische, thermische, mechanische oder biologi- 
sche Agens, fur die Prophylaxe oder Behandlung von Krankheiten, 
wobei das Erythropoietin in dieser Dosis geeignet und bestimmt ist 
fur die sequenzielle, zeitllch aufeinanderfolgende oder gleichzeitige 
Applikation des Erythropoietin mit dem mindestens einen chemi- 
schen, thermischen, mechanischen oder biologischen Agens. 

7. Verwendung von Erythropoietin nach Anspruch 6, wobei es 
sich bei den mechanischen Agenzien um Endoprothesen, bevorzugt 
um Implantationskorper fur den Zahn, Knochen oder 
Band/Sehnenersatz handelt. 

8. VenA/endung von Erythropoietin nach Anspruch 6, wobei es 
sich bei den biologischen Agenzien um soiide Organe, wie Leber, 
Niere, Herz, Pankreas, Haut oder Haarimplantate handelt. 

9. Verwendung von Erythropoietin und/oder Derivaten zur Her- 
stellung einer pharmazeutischen Zusammensetzung enthaltend eine 
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Dosis von 0,001 bis 90 lU/kg Korpergewicht und Woche, vorzugs- 
weise 0,05 bis 50 lU/kg Korpergewiclit/Woche, wobei das Erythro- 
poietin in dieser Dosis geeignet und bestimmt ist fur die Prophylaxe 
Oder Behandlung von Krankheiten, wobei die Krankheit Hypercho- 
lesterinamie, Diabetes mellitus, Insulinresistenz, Endothel- 
vermittelten chronischen EntzQndungserkrankungen, Endotheliose 
einschliefliich Retikuloendotheliose, Atherosklerose, altersbedingter 
Herz-Kreislauf-Erkrankung, ischamischen Erkrankungen der Extremi- 
tSten, Praeklampsie, Raynaud-Krankheit, Lebererkrankungen wie 
Hepatitis, Leberzirrhose, akutes oder chronisches Leberversagen, 
Knochen- und Knorpelerkrankungen oder -verietzungen, Schleim- 
hauterkrankungen oder -verietzungen, insbesondere im gastroin- 
testinalen Trakt, Morbus Crohn, Colitis ulcerosa, schwangerschafts- 
Induzierter Hypertonie, chronischer oder akuter Niereninsuffizienz, 
insbesondere terminaler Niereninsuffizienz, Nierenfunktionsein- 
schrankungen mit glomerularen Filtrationsraten von 30 bis 80 
ml/min, Mikroalbuminurie, Proteinurie oder Wunden und Folgeer- 
krankungen davon ist. 

10. Verwendung von Erythropoietin und/oder Derivaten zur Her- 
stellung einer pharmazeutisohen Zusammensetzung enthaltend eine 
Dosis von 0,001 bis 90 lU/kg Korpergewicht/Woche, vorzugsweise 
0,05 bis 50 lU/kg KSrpergewichtAA^oche zur Herstellung eines Kits, 
enthaltend Erythropoietin, endotheliale Vorlauferzellen und mindes- 
tens eine zelltherapeutisch einsetzbare Zellpopulation, wobei das 
Erythropoietin vorzugsweise in niedriger Dosierung vorliegt 

11, VenA^endung nach einem der AnsprQche 1 bis 10, wobei die 
pharmazeutische Zusammensetzung zur Stimulation der physiologi- 
schen Mobilisierung endothelialer Vorlauferzellen, der Proliferation 
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endothelialer Vorlauferzellen, der Differenzierung endothelialer Vor- 
lauferzellen zu Endothelzellen und/oder der Migration endothelialer 
Vorlauferzellen in Richtung eines angiogenen oder vaskulogenen 
Stimulus dient. 

12. Verwendung nach Anspruch 1 bis 1 1 , wobei die Fahigkelt sich 
differenzierender endothelialer Vorlauferzellen zur Adhasion gestei- 
gert wird. 

13. Verwendung nach Anspruch 1 bis 12, wobei die Stimulation en- 
dothelialer Vorlauferzellen zur Bildung von Endothelgewebe fQhrt. 

14. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 13, wobei die Sti- 
mulation der endothelialen Vorlauferzellen zur Ausbildung neuer 
Blutgefal^e fQhrt. 

15. Verwendung von Erythropoietin in einer geringen Dosierung von 
0,001 bis 90 lU/kg Korpergewicht/Woche zur Therapie von Krank- 
heitszustanden oder Krankhelten des menschlichen oder tierischen 
Kdrpers, die im Zusammenhang mit einer Dysfunktion von endothe- 
lialen Vorlauferzellen stehen. 

16. Verwendung nach Anspruch 15, wobei die Dysfunktion der 
endothelialen Vorlauferzellen in ihrer gestorten Fahigkelt zur Prolife- 
ration, ihrer gestdrten Fahigkelt zur Differenzierung zu Endothelzel- 
len, ihrer gestQrten Fahigkeit zur Adhasion und/oder ihrer gestSrten 
Fahigkelt zur Migration in Richtung eines vaskulogenen oder angio- 
genen Stimulus besteht. 
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17. Verwendung nach Anspruch 15 oder 16, wobei die Dysfunkti- 
on von endothelialen Vorlauferzellen die Bildung von Endothelgewe- 
be und/oder BlutgefaSen beeintrachtigt oder verhindert. 

18. Ven/vendung nach einem der Anspriiclie 15 bis 17, wobei die 
Dysfunktion von endothelialen Vorlauferzellen pathogen bedingt ist. 

19. Venfl/endung nach einem der Anspriiche 15 bis 18, wobei es 
sich bei den Krankheitszustanden oder Krankheiten, die mit einer 
Dysfunktion von endothelialen Vorlauferzellen im Zusammenhang 
stehen, um Hypercholesterinamie, Diabetes mellitus, Insulinresis- 
tenz, Endothelvermlttelte chronische EntzQndungserkrankungen, 
Endothellose einschlieBlich Retikuloendothellose, Atherosklerose, 
altersbedingte Herz-Kreislauf-Erkrankung, isch3mische Erkrankun- 
gen der Extremitaten, Praeklampsie, Raynaud-Krankheit, Leberer- 
krankungen wie Hepatitis, Leberzin'hose, akutes oder chronisches 
Leberversagen, Knochen- und Knorpelerkrankungen oder - 
verletzungen, Sohlelmhauterkrankungen oder -verletzungen, insbe- 
sondere im gastrointestinalen Trakt, Morbus Crohn, Colitis ulcerosa, 
schwangerschaftsinduzierte Hypertonie, chronische oder akute Nie- 
reninsuffizienz, insbesondere terminate Niereninsuffizienz, Nieren- 
funktionseinschrankungen mit glomerularen Filtrationsraten von 30 
bis 80 ml/min, Mikroalbuminurie, Proteinurie, erhOhte ADMA- Werte, 
Oder Wunden und/oder Folgeerkrankungen davon handelt. 

20. Verwendung von Erythropoietin in einer geringen Dosis, ins- 
besondere von 0,001 bis 90 lU/kg K6rpergewichtA/Voche zur Thera- 
pie von Hypercholesterinamie, Diabetes mellitus, Insulinresistenz, 
Endothelvermittelten chronischen EntzQndungserkrankungen, Endo- 
theliose einschlieSlich Retikuloendothellose, Atherosklerose, alters- 
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bedingter Herz-Kreislauf-Erkrankung, ischamischen Erkrankungen 
der Extremitaten, Praeklampsie, Raynaud-Krankheit, Lebererkran- 
kungen wie Hepatitis, Leberzirrhose, akutes oder chronisches Leber- 
versagen, Knochen- und Knorpelerkrankungen oder -verletzungen, 
Schleimhauterkrankungen oder -verletzungen, insbesondere im 
gastrointestinalen Trakt, Morbus Crohn, Colitis ulcerosa, schwan- 
gerechafteinduzierter Hypertonie, chronischer oder akuter Nierenin- 
sufflzienz, insbesondere terminaler Niereninsuffizienz, Nierenfunktl- 
onselnschrankungen mit glomerul§ren Filtratlonsraten von 30 bis 80 
ml/min, MIkroalbuminurie, Proteinurie, erhShte ADMA Werte oder 
Wunden und/oder Folgeerkrankungen davon. 

21. Venwendung nach einem der ArisprOche 1 bis 20, wobei E- 
rythropoietin pro Patiient in einer Dosis von 0,001 bis 90 EInheiten/kg 
K6rpergewicht/Woche verabreicht wird. 

22. Venwendung nach Anspruch 21 , wobei Erythropoietin pro Pa- 
tient in einer Dosis von 0,05 bis 50 EInheiten/Woche verabreicht 
wird. 

23. Venwendung nach einem der AnsprQche 1 bis 22, wobei die 
pharmazeutische Zusammensetzung sowohl zur parenteralen, Ins- 
besondere intravenosen, intramuskularen, intrakutanen oder subku- 
tanen als auch topischen Verabreichung geeignet ist. 

24. Venwendung nach Anspruch 23, wobei die pharmazeutische 
Zusammensetzung als Injektion oder Infusion vorliegt. 

25. Venwendung nach einem der AnsprQche 1 bis 22, wobei die 
pharmazeutische Zusammensetzung zur pulmonalen Verabreichung 
geeignet ist. 
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26. Verwendung nach Anspruch 25, wobei die pharmazeutische 
Zusammensetzung als wassrige Losung, nicht-wassrige Losung Oder 
Pulver vorliegt. 

27. Verwendung nach Anspruch 25 oder 26, wobei die pharma- 
zeutische Zusammensetzung in Form eines Aerosol-Praparates vor- 
liegt. 

28. Venwendung nach einem der AnsprOche 1 bis 22, wobei die 
pharmazeutische Zusammensetzung zur oralen Verabreichung ge- 
eignet ist. 

29. Verwendung nach Anspruch 28, wobei die pharmazeutische 
Zusammensetzung als Losung, Suspension, Emulsion oder Tablette 
vorliegt. 

30. Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 29, wobei die 
pharmazeutische Zusammensetzung mindestens einen weiteren 
Wirkstoff zur Stimulation endothelialer Vorlauferzellen enthalt. 

31. Verwendung nach Anspruch 30, wobei es sich bei dem weite- 
ren Wirkstoff um VEGF, PIGF, GM-CSF, einen ACE-Hemmer, einen 
AT-1 Blocker, einen HMG-CoA-Reduktase-lnhibitor und/oder einen 
NO-Donator handelt. 

32. Venwendung nach Anspruch 31, wobei der HMG-CoA- 
Reduktase-lnhibitor ein Statin wie Simvastatin, Mevastatin oder Ator- 
vastatln, der ACE-Hemmer ein Wirkstoff wie Enalapril, Ramipril oder 
Trandolapril und/oder der AT-1 Blocker ein Wirkstoff wie Irbesartan, 
Lorsartan oder Olmesaratan ist. 
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33. Verwendung von Erythropoietin zur Hersteiiung eines trans- 
piantierbaren Endotlielzell-PrSparates. 

34. Verwendung nacfi Anspruch 33, wobel Endothelzellen in vitro 
durch Kultivierung endothelialer Vorlauferzeilen in Gegenwart von 
Erythropoietin in einer geringen Dosis, namiich von 0,001 bis 90 
IU/l<g/Woche, hergestellt werden. 

35. Venwendung naoh Anspruch 33 oder 34, wobei die Kultivie- 
rung der endotheliaien Vorlauferzeilen in Gegenwart mindestens ei- 
nes weiteren Wirkstoffes ausgewahit aus der Gruppe bestehend aus 
VEGF, PIGF, GM-CSF, einem ACE-Hennmer wie Enalapril, Ramipril 
Oder Trandolapril, einem AT-1 Blocker wie Irbesartan, Lorsartan oder 
Oimesaratan, einem HMG-CoA-Reduktase-lnliibitor, Insbesondere 
Simvastatin, Mevastatin oder Atorvastatin, und einem NO-Donator, 
insbesondere L-Arginin, erfolgt. 

36. Verwendung von Erythropoietin in niedrlger Dosierung, n§m- 
lich von 0,001 bis .90 lU/kg/Woche, zur Vorbehandlung und/oder 
Weiterbehandlung von Gewebe- oder Organtransplantaten. 

37. Verwendung nach Anspruch 36, wobei die Vorbehandlung der 
Gewebe- oder Organtransplantate unter Verwendung isolierter endo- 
thelialer Vorlauferzeilen erfolgt. 

38. Venwendung von Erythropoietin zur Hersteiiung implantierba- 
rer oder transplantierbarer zellhaltiger in vitro-Organ- oder Gewebe- 
systeme, wobei die in vitro-Organ- oder Gewebesysteme vor Trans- 
plantation Oder Implantation zur Induktion von Vaskulogenese 
und/oder Endothelzell-Bildung mil Erythropoietin behandelt werden. 
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39. Verwendung nach Anspruch 38, wobei die in vitro-Organ- oder 
Gewebesysteme endotheliale Vorlauferzellen enthalten. 

40. Verwendung von Erythropoietin zur Herstellung von GefaBpro- 
thesen oder Herzklappen, wobei die GefaRprothesen oder Herzklap- 
pen mit Erythropoietin beschichtet warden. 

41. VenA/endung nach Anspruch 40, wobei die Beschichtung der 
GefaBprothesen oder Herzklappen endotheliale Vorlauferzellen ent- 
halt 

42. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 41, wobei E- 
rythropoietin menschliches oder tierisches Erythropoietin ist. 

43. VenA/endung nach Anspruch 42, wobei Erythropoietin ein De- 
rivat, ein Analog, eine Modifikation oder ein Mutein von Erythropoie- 
tin ist 

44. Verwendung nach Anspruch 42 oder 43, wobei Erythropoietin 
aus menschlichem Urin, dem Urin oder Plasma von an aplastischer 
Anamie leidenden Patienten, Gewebekulturen von menschlichen 
Nierenkrebszellen, die Fahigkeit zur Bildung von menschlichem 
Erythropoietin aufweisenden menschlichen Lymphoblastenzellen 
Oder einer durch Zellfusion einer menschlichen oder tierischen Zellli- 
nie erhaltenen Hybridomkultur isoliert ist. 

45. Verwendung nach Anspruch 42 oder 43, wobei Erythropoietin 
ein mittels DNA-Rekombinationstechniken hergestelltes Erythropoie- 
tin ist. 
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46. Pharmazeutische Zusammensetzung zur Stimulation endo- 
thelialer Vorlauferzellen, zur Stimulation der Bildung von Endothel- 
gewebe, zur Stimulation von Vaskulogenese und/oder zur Behand- 
lung von Krankheiten oder Krankheitszustanden, die im Zusammen- 
hang mit einer Dysfunktlon endothelialer Vorlauferzellen stehen, um- 
fassend Erythropoietin und/oder ein Derivat, ein Analog, eine Modifl- 
kation oder ein Mutein davon ais Wirkstoff sowie mindestens einen 
welteren Wirkstoff ausgewahit aus der Gruppe bestehend aus 
VEGF, PIGF, GM-CSF, elnem ACE-Hemmer wie Enalapril, Ramipril 
Oder Trandolapril, elnem AT-1 Blocker wie Irbesartan, Lorsartan oder 
Olmesaratan, elnem HMG-CoA-Reduktase-lnhibitor und elnem NO- 
Donator, vorzugsweise in einer geringen Dosis, insbesondere von 
0,001 bis 90 lU/kg Korpergewicht/Woche. 

47. Phannazeutische Zusammensetzung zur Prophylaxe 
und/oder Therapie von Hypercholesterin§mie, Diabetes mellitus, In- 
sulinresistenz, Endothel-vermittelten chronischen Entzundungser- 
krankungen, Endotheliose einschlieUlich Retikuloendotheliose, Athe- 
rosklerose, altersbedingter Herz-Kreislauf-Erkrankung, ischamischen 
Erkrankungen der Extremitaten, Praeklampsie, Raynaud-Krankheit, 
Lebererkrankungen wie Hepatitis, Leberzlrrhose, akutes oder chronl- 
sches Leberversagen, Knochen- und Knorpelerkrankungen oder - 
verletzungen, Band und Sehnenerkrankungen oder -verletzungen, 
Schleimhauterkrankungen oder -verletzungen, insbesondere im 
gastro-lntestinalen Trakt, Morbus Crohn, Colitis ulcerosa, schwan- 
gerschaftsinduzierter Hypertonie, chronischer oder akuter Nierenin- 
suffizienz, insbesondere terminaler Niereninsuffizienz, Nie- 
renfunktionseinschrankungen mit glomerularen Filtrationsraten von 
30 bis 80 ml/min, Mikroalbuminurie, Proteinuria, erhohte ADMA- 
Werte oder Wunden und Folgeerkrankungen davon, umfassend E- 
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rythropoietin und/oder ein Derivat, ein Analog, eine Modifikation Oder 
ein Mutein davon als Wirkstoff, vorzugsweise in einer geringen Do- 
sis, insbesondere von 1 bis 90 lU/kg Korpergewicht/Woche. 

48. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 47, zu- 
satzlich umfassend mindestens einen weiteren Wirkstoff ausgewahit 
BUS der Gruppe bestehend aus VEGF, PIGF, GM-CSF, einem ACE- 
Hemmer wie Enalapril, Ramipril oder Trandolaprll, einem AT-1 Blo- 
cker wie Irbesartan, Lorsartan oder Olmesaratan, einem HMG-CoA- 
Reduktase-lnhibitor und einem NO-Donator. 

49. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 46 oder 
437, wobei der HMG-CoA-Reduktase-lnhibitor ein Statin wie Sim- 
vastatin, Mevastatin oder Atorvastatin, der ACE-Hemmer ein Wirk- 
stoff wie Enalapril, Ramipril oder Trandolapril und/oder der AT-1 Blo- 
cker ein Wirkstoff wie Irbesartan, Lorsartan oder Olmesaratan ist. 

50. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 46 oder 
47, wobei der NO-Donator L-Arginin ist. 

51. VenA^endung von Erythropoietin nach Anspruch 1 bis 50, zur 
Herstellung einer pharmazeutischen Zusammensetzung, fOr die Pro- 
phylaxe oder Behandlung von Krankheiten, wobei das Erythropoietin 
oder/und die pharmazeutische Zusammensetzung geeignet und be- 
stimmt ist fur die morgendliche Applikation an einen menschlichen 
Oder tierischen Korper in einem Zeitraum von 6:00 bis 10:00. 

52. Kit, enthaltend Erythropoietin, endotheliale Vorlauferzellen 
und mindestens eine zelltherapeutisch einsetzbare Zellpopulation, 
wobei das Erythropoietin vorzugsweise in niedriger Dosierung vor- 
liegt. 
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53. Verwendung von Erythropoietin und/oder Derivaten zur Her- 
stellung einer pharmazeutischen Zusammensetzung oder eines Kits 
enthaltend eine Dosis von 0,001 bis 90 lU/kg Korpergewicht und 
Woche, vorzugsweise 0,05 bis 50 lU/kg Korpergewicht/Woche zur 
Prophylaxe oder Behandlung von Krankheiten des nnenschlichen 
Oder tierlschen Korpers, wobei das Erythropoietin in der genannten 
niedrigen Dosis geeignet und bestimmt ist, die Integration eines me- 
chanischen oder biologischen Agens, insbesondere einer En- 
doprothese, insbesondere eines Implantats, zum Beispiel eines 
Zahnimplantats, Zahnersatz, eines Knochenimplantats, eines Kno- 
chenersatzes, insbesondere einer Gelenkprothese, eines 
Band/Sehnenersatzes, wie z.B. der Kreuzbander oder eines soliden 
Organs in das Implantat oder die Endoprothese umgebende Korper- 
strukturen zu verbessern, insbesondere zu fordern und/oder zu be- 
sohleunigen. 

54. Verwendung nach Anspruch 53, wobei das pharmazeutische 
Praparat oder der Kit zusatzlich ein Zelltherapeutikum enthalt, insbe- 
sondere endotheliale Vorlauferzellen und/oder sonstige zelltherapeu- 
tisch einsetzbare Zellpopulation fur die Regeneration von Geweben 
und Gefa&en. 

55. Verwendung nach einem der Anspruche 53 oder 54, wobei 
die Endoprothese aus Stahl, Keramik, Kunststoff oder einem sonsti- 
gen Matrix-Material ausgebaut ist. 

56. Kit enthaltend Erythropoietin in einer Dosis von 0,001 bis 90 
lU/kg Korpergewicht/Woche, vorzugsweise 0,05 bis 50 lU/kg Korper- 
gewicht/Woche, eine Endoprothese und gegebenenfalls ein Zellthe- 
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rapeutikum, vorzugsweise endotheliale Vorlauferzellen oder sonstige 
zelltherapeutisch einsetzbare Zellpopulation. 
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Figur 5 
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Figur 7 
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Figur 8;. 



wo 2005/070450 



9/19 



PCT/EP2005/000618 



500 



p < 0.05 



400 - 



"5 i 300 



200 



100 - 




IR 



T" 




IR + EPO 



Schein-OP 



Flgur 9 



wo 2005/070450 



10/19 



PCT/EP2005/000618 




0,1 Aranesp 



NaCl 



FlgurlO 



wo 2005/070450 



11/19 



PCT/EP2005/000618 




ERSATZBLATT (REGEL 26) 



wo 2005/070450 



12/19 



PCT/EP2005/000618 




ERSATZBLATT (REGEL 26) 



wo 2005/070450 



13/19 



PCT/EP2005/000618 




ERSATZBLATT (REGEL 26) 



wo 2005/070450 



14/19 



PCT/EP2005/000618 




ERSATZBLATT (REGEL 26) 



wo 2005/070450 



15/19 



PCT/EP2005/000618 




ERSATZBLATT (REGEL 26) 



wo 2005/070450 



16/19 



PCT/EP2005/000618 




ERSATZBLATT (REGEL 26) 



wo 2005/070450 



17/19 



PCT/EP2005/000618 




ERSATZBLATT (REGEL 26) 



wo 2005/070450 



18/19 



PCT/EP2005/000618 




ERSATZBLATT (REGEL 26) 



wo 2005/070450 



19/19 



PCT/EP2005/000618 



Wundflache 

0,40 ^ ^ 




0 2 4 6 8 10 13 15 



Tag nach der OP 

laKontrolle IBEPQ 20 lU/kg/Woche DEPQ 2Q0IU/kgWQChe 



Figur 19 



